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Resumo

Silva, Bianca Almeida da; Kai, Jiang. Nanoparticulas a base de 6xidos de
elementos terras raras com aplicacdo em terapia fotodinamica para
tratamento de cancer. Rio de Janeiro, 2019. 132p. Dissertacdo de Mestrado -
Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

Neste trabalho foi realizada a sintese e caracterizacdo de nanoparticulas a base
de 6xidos de elementos terras raras, para aplicacdo em terapia fotodindmica. Nesta,
um material fotossensibilizador, ao ser excitado com luz ultravioleta-visivel, gera
espécies reativas de oxigénio, como oxigénio singleto, um importante agente
citotoxico que destroi células cancerigenas. Portanto, nosso principal objetivo é a
sintese de nanoparticulas cintiladoras, capazes de converter radiacéo raios X em luz
UV-Vis, para posterior funcionalizagdo com o fotossensibilizador azul de metileno,
e uso em tratamento de cancer. Assim, nanoparticulas de 6xido de gadolinio dopado
com ions eurdpio e samario foram obtidas através de uma sintese sol-gel.
Nanoparticulas hibridas de silica com éxido de gadolinio dopado com ion
europio(lll) em diferentes concentracfes também foram obtidas através de um
método denominado de impregnacdo. Elas foram caracterizadas por diferentes
técnicas fisico-quimicas e de elucidacdo estrutural, como microscopias eletrénicas
de varredura e transmissdo, espectroscopia no infravermelho e difracdo de raios X
de pd, comprovando-se a formacdo das nanoparticulas com cristalinidade e
propriedades morfolégicas adequadas para aplicacdes no sistemas bioldgico
proposto. Além disso, foram submetidas a analises de fotoluminescéncia, no qual
foi possivel obter espectros de excitacdo e emissao, confirmando a compatibilidade
destes materiais com o fotossensibilizador a ser utilizado. Estudos de citotoxidade,
para garantir o uso clinico destas nanoparticulas, também foram realizados; 0s
resultados mostraram que elas ndo sdo consideradas toxicas em concentracdes de
10-500 pg.mL* apresentando alta viabilidade celular. Por fim, testes de liberagéo
de espécies reativas de oxigénio estdo sendo realizados na auséncia e na presenca
do fotossensibilizador. Com tudo isto, acredita-se que as nanoparticulas aqui
obtidas tenham grande potencial para uso em terapia fotodindmica como alternativa

para tratamento de cancer.
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Abstract

Silva, Bianca Almeida da; Kai, Jiang (Advisor). Rare earth oxides-based
nanoparticles for application in photodynamic cancer therapy. Rio de
Janeiro, 2019. 132p. Dissertacdo de Mestrado - Departamento de Quimica,
Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

Herein, rare earth oxides-based nanoparticles were synthesized and
characterized for the use in photodynamic therapy. In this approach, a
photosensitizer material, when excited with ultraviolet-visible light, generates
reactive oxygen species, such singlet oxygen, which is an important cytotoxic agent
that destroys cancer cells. Therefore, our main objective is the synthesis of
scintillating nanoparticles, capable of converting X-ray radiation into UV-Vis light,
designed for further functionalization with the methylene blue photosensitizer and
use in cancer treatment. Thus, nanoparticles of gadolinium oxide doped with
europium and samarium ions were obtained by sol-gel synthesis. Hybrid
nanoparticles of silica with europium(lIl)-doped gadolinium oxide were also
obtained with different doping concentration through the impregnation method.
They were characterized with various physicochemical techniques and structural
determination involving following instrumentalities: scanning and transmission
electronic microscopies, infrared spectroscopy and powder X-ray diffraction,
confirming the formation of nanoparticles with crystallinity and morphological
properties suitable for applications in the biological system desired. In addition,
photoluminescence analyses were conducted, where was possible to record
excitation and emission spectra, confirming the compatibility of these materials
with the photosensitizer to be used. To ensure the clinical safety of these
nanoparticles, cytotoxicity studies were also carried out; results have shown that
these materials did not appear to be toxic in concentrations of 10-500 pg.mL?,
presenting high cellular viability. Moreover, the reactive oxygen species generation
assays are under investigation in the absence and presence of the photosensitizer.
In summary, it is believed that the nanoparticles obtained have a great potential for

application in photodynamic therapy as an alternative for cancer treatment.
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AM — Azul de Metileno
ATR — Refletancia Total Atenuada (Attenuated Total Reflectance)
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DRX - Difracdo de Raios X

EDS - Espectroscopia de Raios X por Dispersdao de Energia (Energy
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Permeability and Retention Effect)

ERO - Espécies Reativas de Oxigénio (Reactive Oxygen Species)

TR — Terras Raras

Eu — Eurépio (Elemento Quimico)

FS — Fotossensibilizador

FTIR - Espetroscopia de absorcdo no infravermelho com transformada de

Fourier (Fourier Transform Infrared Spectroscopy)
Gd — Gadolinio (Elemento Quimico)

HAADF — Imagens por Campo Escuro Anular em Alto Angulo (High Angle Annular
Dark Field)
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SDD - Detector de Desvio de Silicio (Silicon Drift Detector)
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STEM — Microscopia Eletronica de Transmissdo por Varredura (Scanning

Transmission Electron Microscope)
Tb — Térbio (Elemento Quimico)
TEG — Trietilenoglicol
TFD — Terapia Fotodindmica
Tm — Tulio (Elemento Quimico)

UV-Vis — Regido do espectro eletromagnético entre o ultravioleta e o visivel
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“A educagdo é a arma mais poderosa que
vocé pode usar para mudar o mundo”

Nelson Mandela
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1
Introducéao

Sabe-se que, atualmente, o caAncer é a segunda maior causa de morte
em todo o mundo, entretanto, 0s principais tratamentos ainda sdo pouco
seletivos e apresentam grandes efeitos colaterais (HASSANPOUR;
DEHGHANI, 2017; VAHED et al., 2017). Sendo assim, uma opgao
interessante para o tratamento dessas neoplasias malignas é a Terapia
Fotodinamica (TFD), uma técnica ndo invasiva e ja aprovada para o
tratamento do cancer, mais seletiva e com poucos efeitos colaterais quando
comparada com outros tratamentos convencionais (KAMKAEW et al.,
2016).

Nesta técnica, um fotossensibilizador é ativado localmente com fétons
de comprimento de onda especificos para gerar espécies reativas, como o
oxigénio singleto, que é téxico e induz a morte celular. Na maioria das
vezes, o fotossensibilizador absorve os fotons da regido de luz ultravioleta
ou visivel, que podem ser absorvidos pelo nosso tecido. Isto dificulta a
penetracdo da luz em tumores mais profundos, o que limita essa estratégia
(KAMKAEW et al., 2016; ALIU et al., 2008).

O corpo humano, porém, é bastante transparente para a radiacao de
raios X. Entdo, para resolver essa questao da baixa penetracdo da luz na
TFD convencional, a preparagdo de nanoparticulas cintiladoras se torna
uma excelente alternativa. Essas nanoparticulas, uma vez excitadas por
raios X de baixa energia, podem emitir luz de comprimento de onda
adequada e ativar o fotossensibilizador, gerando espécies reativas
localmente para a eliminacao de células tumorais (KAMKAEW et al., 2016;
YANO et al., 2011).

Na literatura, ha alguns exemplos de terapia fotodinamica aplicando
compostos a base de elementos terras raras devido as caracteristicas

intrinsecas de luminescéncia destes elementos (*LIU et al., 2008). Além
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disso, as propriedades de luminescéncia das nanoparticulas de materiais
de terras raras sdo bem conhecidas e tém uma ampla gama de aplicacdes
(como em displays e bioimagem), sendo exploradas sua boa

fotoestabilidade e longo tempo de vida luminescente (DONG et al., 2015).

Porém, dois problemas estao limitando o uso desta classe de material:
i) a maioria destes sistemas sdo baseados nos fluoretos de elementos
terras raras, que exigem procedimentos caros e trabalhosos de preparacao
e ii) a energia de ativacao dos fluoretos geralmente esta na regido do UV-
Vis, que apresenta baixa poder de penetragdo nos tecidos, como
mencionado (SILVA et al., 2015; WANG; DENG; LIU, 2014). Por isso,
nosso foco é sintetizar e otimizar nanoparticulas a base de éxidos de terras
raras, dopados com ions lantanideos que, quando excitadas por raios X,

emitam na regido visivel, ativando assim o fotossensibilizador.

Entre os fotossensibilizadores utilizados, um que se destaca é o azul
de metileno, por possuir propriedades farmacodinamicas e
farmacocinéticas estabelecidas, além de ja ser aprovado para o uso clinico
em outras doencas (JESUS et al., 2018; TARDIVO et al., 2005). Logo, para
a sintonia total entre a absorcdo de raios X pela matriz, posterior emissao
de luz e absorcdo desta pelo azul de metileno, foram preparadas
nanoparticulas de oOxido de gadolinio dopado com ions terras raras
trivalentes, investigando as suas propriedades fisicas, quimicas,

morfologicas e terapéuticas.
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Objetivo Geral

Sintetizar nanoparticulas a base de elementos terras raras com

propriedades cintiladoras, visando aplicacdo em terapia fotodinamica para

tratamento de cancer, utilizando azul de metileno como fotossensibilizador.

1.2

Objetivos Especificos

Sintetizar nanoparticulas de 6xido de gadolinio (Gd203) dopado
com diferentes ions lantanideos (Eu®*, Sm®", Tb3, Tm3); e
sintetizar nanoparticulas hibridas de silica com 6xido de gadolinio
dopado com ions Eu®* em diferentes concentragées;

Testar diferentes metodologias de sinteses e definir a mais
adequada, levando em conta a aplicacdo desejada neste trabalho;
Realizar medidas espectroscopicas de fotoluminescéncias como
excitagdo total, excitacdo e emissdo, e decaimento de
fotoluminescéncia;

Caracterizar estas nanoparticulas através de andlises estruturais,
como: MEV, MET, EDS, DRX em pé e FTIR;

Confirmar se as nanoparticulas obtidas apresentam o tamanho
desejado (10-200 nm) através de técnicas como DLS (em meio
aguoso), assim como MEV e MET (estado sélido);

Verificar a estabilidade destas nanoparticulas através de
medidas como potencial zeta;

Testar a citotoxidade dessas nanoparticulas;

Analisar a capacidade das nanoparticulas de liberarem ERO
antes e apos sua funcionalizagdo com o azul de metileno;
Avaliar a eficiéncia de converter radiacao raios X para luz UV-Vis
destas nanoparticulas;

Funcionalizar as nanoparticulas obtidas utilizando azul de
metileno como fotossensibilizador, e verificar a viabilidade celular

apos irradiagdo com raios X.
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2
Reviséo bibliogréfica

2.1
Cancer

Atualmente, o cancer € uma das principais causas de mortalidade em
todo o mundo. Mais especificamente, € a segunda maior causa de mortes,
atingindo igualmente homens e mulheres (HASSANPOUR; DEHGHANI,
2017; KHAN et al., 2017).

Ele ocorre devido uma série de mutacdes sucessivas e irreparaveis
em genes de células normais, alterando as funcdes celulares. Deste modo,
0S mecanismos de controle que evitam a divisdo descontrolada e o
crescimento excessivo das células ficam desativados (HASSANPOUR,;
DEHGHANI, 2017). Isto gera um crescimento desordenado de células que
invadem tecidos e 6rgaos, de maneira rapida e agressiva, provocando a
formacdo de tumores (Figura 1). Além disso, estas células podem se
espalhar para outras regiées do corpo, em um processo denominado de
metastase (INCA, 2019). O tumor formado, entretanto, pode ser
considerado benigno, isto €, um amontoado de células que se multiplicam
lentamente e assemelham-se ao tecido original, sem normalmente causar

risco de vida.

Agente
cancerigeno

Carcinogénese

Célula normal Célula cancerosa Multiplicagé@o AcUmulo de Tumor
descontrolada de células cancerosas
células alteradas

Figura 1: Processo de formagé&o do cancer - Crescimento desordenado de células
apés a acdo de um agente cancerigeno, levando a formacdo de um tumor.
(FONTE: INCA, 2019 - Adaptada).

Este processo de formagdo do céncer, também conhecido como

carcinogénese ou oncogénese, costuma ocorrer de forma lenta e pode,
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inclusive, levar muitos anos para ocorrer. Isto significa que o processo em
gue uma célula cancerosa se prolifera até dar origem a um tumor visivel
pode ser muito demorado (INCA, 2019).

2.1.1
Causas e Prevencéo

O céancer se d4 devido a uma mutacao genética, isto €, uma alteracao
que ocorre no DNA da célula, perturbando as relacdes celulares e
causando a disfuncdo de genes vitais. Isso faz com que a célula receba,
erroneamente, as instrucbes que precisa para a realizacdo de suas
atividades, afetando o ciclo celular e provocando uma proliferacdo anormal
de células. Mais especificamente, todas essas alteracbes ocorrem em
genes inativos de células normais, chamados de proto-oncogenes. Quando
sdo ativados, esses genes transformam as células normais em células
cancerigenas, recebendo entdo o nome de oncogenes (HASSANPOUR;
DEHGHANI, 2017; INCA, 2019).

Esse processo de formacé&o do cancer (carcinogénese) ocorre pela
exposicao a diferentes agentes cancerigenos pelo qual o ser humano é
submetido. Os efeitos desses agentes ao longo do tempo sdo os
responsaveis pelo inicio e desenvolvimento, assim como pela inibicéo, de
um tumor. Sendo assim, a carcinogénese ir4 depender da frequéncia, do

tempo e da interacdo existente entre esses agentes. (INCA, 2019).

O cancer, entéo, ndo ocorre devido a um fator especifico. Ele pode
ser causado tanto por fatores externos (relacionados ao meio ambiente)
quanto internos (como condi¢des imunoldgicas e hormonais), sendo cerca
de 85% relacionado com os fatores externos. Apesar de importante, sao
raros 0s canceres gue ocorrem somente devido a fatores genéticos,
entretanto, eles podem tornar certos individuos mais propensos a acao de
agentes cancerigenos ambientais. Sendo assim, quando se fala sobre as
causas do cancer, é importante considerar as caracteristicas particulares
de cada individuo, que podem facilitar ou dificultar que as células venham

a sofrer algum tipo de dano (INCA, 2019).
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Sabe-se também que as substadncias quimicas influenciam
diretamente na formacéo de mutacdes genéticas e, consequentemente, na
formacdo de células cancerosas. Dessa forma, substéncias quimicas
ambientais com propriedades carcinogénicas podem levar a disturbios
genéticos (HASSANPOUR; DEHGHANI, 2017). Certos habitos também
podem levar a formacédo de um cancer. O habito de fumar, por exemplo, é
um grande fator carcinogénico e acaba levando ao cancer de pulméo, uma
vez que o cigarro possui mais de 70 substancias quimicas carcinogénicas
(AIZAWA et al., 2016).

O envelhecimento também aumenta a propensao ao cancer, uma vez
gue causa mudancas inevitaveis nas células; além disso, por terem maior
idade, isso significa que pessoas idosas estdo mais tempo expostas a
agentes cancerigenos (INCA, 2019). Alguns outros fatores que também
levam a carcinogénese sdo as bactérias, os virus e os raios de radiacao.
Eles correspondem a cerca de 7% de todos 0s canceres existentes
(PARKIN, 2006).

Fatores como tabagismo e obesidade s&o considerados fatores de
risco, isto é, fatores associados ao desenvolvimento de uma doenca, como
o cancer. Diferentes fatores de risco podem estar associados a uma mesma
doenca, por exemplo. As manifestacbes nas doencgas crbnicas, como € 0
caso do cancer, podem surgir somente depois de muitos anos de exposi¢cao
aos fatores de risco. Estas exposicbes podem ser Unicas ou continuas
(INCA, 2019).

Desta forma, a melhor maneira de se prevenir o cancer, segundo o
INCA, é fazendo o possivel para minimizar o risco de se ter a doenca, como
criar habitos saudaveis - ndo fumar, fazer atividades fisicas, se alimentar
bem, tomar vacinas, entre outros. Primeiramente, para que o cancer nao
possa se desenvolver; e segundo, para que se possa detectar doengas que
tenham potencial para se tornarem malignas, assim como canceres
assintomaticos que estejam em estagio inicial, de modo que seja possivel

trata-los logo no inicio.
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2.1.2
Tipos e Tratamentos

Pelo fato de diferentes fatores serem capazes de ocasionar e afetar
esta doenca, o cancer é considerado um fenbmeno biocomplexo (VAHED
et al., 2017), estando relacionado a um conjunto de mais de 100 doencas,
no qual todas elas ttm em comum o crescimento desordenado de células
(INCA, 2019).

Sendo assim, existem diferentes tipos de cancer que se diferenciam
de acordo com a velocidade de multiplicacdo das células. Por isto, estéo
relacionados com os diferentes tipos de células existentes no nosso corpo
e, consequentemente, podem surgir em qualquer parte do mesmo. Desta
forma, séo classificados de acordo com a localizag&do primério do tumor nos
seguintes tipos: cancer de pele, cancer de pulméo, cancer de mama,
cancer de prostata, cancer de colo de utero, cancer de figado, cancer de
boca, cancer de estdmago, tumor intracraniano, leucemia, entre outros.
Contudo, alguns 6rgdos acabam sendo mais afetados que outros, podendo
cada um deles apresentar diferentes tipos de tumores com agressividades
distintas (HASSANPOUR; DEHGHANI, 2017; INCA, 2019).

Devido a toda essa complexidade, diferentes estratégias para o
tratamento do cancer foram e tém sido desenvolvidas ao longo dos anos.
Entre elas, podemos citar a quimioterapia, radioterapia, imunoterapia,
terapia hormonal, e até mesmo cirurgias (KENNEDY et al.,, 1980;
OLIVEIRA; ALVES, 2002; VAHED et al., 2017). Essas estratégias podem

ser utilizadas tanto isoladamente quanto de maneira combinada.

A utilizacdo de diferentes agentes anticancer é denominada de terapia
combinada, e é desenvolvida com o objetivo de tentar se otimizar o
tratamento do cancer. Esta estratégia se mostrou viavel, uma vez que
proporciona a inibicdo de varios mecanismos ou entdo de multiplos pontos
de conexdo de um anico mecanismo. Além disso, as vantagens deste tipo
de terapia sdo apoiadas por estudos clinicos que provam o seu efeito

sinérgico, isto €, quando o efeito da terapia € maior que a soma dos
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resultados terapéuticos de cada medicamento isoladamente (VAHED et al.,
2017).

Dentre os tratamentos citados, a quimioterapia e a radioterapia ainda
sdo os mais utilizados no tratamento do cancer. A quimioterapia,
principalmente, ainda € a escolha final no tratamento de diferentes tipos de
cancer. Entretanto, ambos o0s tratamentos apresentam limitacdes
especificas quanto a seu uso, principalmente devido as regides em hipdxia
existentes nos tumores (BUSTAMANTE et al., 2009; KENNEDY et al.,
1980; VAHED et al., 2017). Diferente das células que se encontram na
parte externa do tumor e sdo oxigenadas pelos vasos capilares, as regides
de hipoxia apresentam uma baixa concentracdo de oxigénio nas ceélulas
devido ao crescimento rapido e desordenado das mesmas, criando uma
regido pouco vascularizada nos tumores (BUSTAMANTE et al., 2009),
como podemos observar na Figura 2.

@ Ceélulas oxigenadas
< Células em hipoxia
== (Células em necrose

Figura 2: Representagdo de um tumor sélido, mostrando a diminuicdo da
concentracdo de oxigénio em relagdo a distancia aos vasos capilares. (FONTE:
OLIVEIRA; ALVES, 2002 - Adaptada).

Assim, na quimioterapia, o farmaco apresenta eficiéncia reduzida,
pois tem dificuldades em chegar nessas células em hipOxia por causa da
baixa vascularizagdo existente no meio. Isto porque ele precisa enfrentar
varias barreiras para alcancar essas células em condi¢cdes consideradas
terapéuticas. Além disso, essa baixa concentracdo de oxigénio tambéem
reduz o processo de proliferacdo celular, fazendo com que agentes

guimioterapicos que atuam no ciclo celular, e estes sdo a maioria, sejam
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menos téxicos e, consequentemente, eficientes nas células dessa regiao
(BUSTAMANTE et al., 2009; OLIVEIRA; ALVES, 2002; PARKER et al., 2004).

Sendo assim, os tumores sélidos (cancer de mama e pulmé&o, por
exemplo), que constituem mais de 90% dos tipos de cancer existentes, néo
respondem de maneira eficiente aos farmacos existentes, uma vez que seu
processo de divisdo celular € considerado lento. Isto faz com que os
tratamentos utilizados, mesmo que de maneira combinada, ainda sejam
bastante limitados (OLIVEIRA; ALVES, 2002).

Por isto, muitas vezes a radioterapia € utilizada em concomitancia
com a quimioterapia, pois ela gera oxigénio molecular através da incidéncia
de radiacdo. Com isso, 0s agentes anticancer que necessitam de oxigénio
molecular para atuar, e que também s&o a maioria, podem gerar radicais
livres que combatam células tumorais (BUSTAMANTE et al., 2009).

Além dos fatores mencionados, a quimioterapia também apresenta
outras limitacBes criticas, como o desenvolvimento de resisténcia a
medicamentos, falta de especificidade e efeitos colaterais, uma vez que
muitos dos agentes anticancerigenos utilizados circulam pelo sistema
mesmo em tecidos ndo tumorais, tornando-os altamente tdxicos para os
pacientes. Sendo assim, esta difusdo generalizada de farmacos acabada
resultando tanto em atividades anticancerigenas desejadas, como também
em atividades adversas fora do alvo indesejadas (OLIVEIRA; ALVES, 2002;
VAHED et al.,, 2017). Por isso, esses medicamentos requerem muita

atencao e devem ser administrados com bastante cuidado.

A radioterapia também depende da concentracdo de oxigénio
existente no tecido alvo. Neste tipo de terapia, a incidéncia de radiacdo nos
tecidos é o que ira gerar espécies reativas de oxigénio. Primeiramente, sdo
gerados os radicais superoxidos (O27) e depois radicais peroxila (ROO') e
hidroxila (HO'); estes provocam a destruicAo de moléculas essenciais.
Como regides em hipdxia possuem baixa concentragédo de oxigénio, menor
€ a quantidade de radicais formados, logo, menor a eficiéncia da

radioterapia. Isto acaba fazendo com que as células se tornem resistentes
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a esse tipo de terapia (ABREU; FERRAZ; GOULART, 2002;
BUSTAMANTE et al., 2009; PARKER et al., 2004).

Estas regifes de hipoxia, entdo, acabam dificultando os tratamentos
do cancer, se tornando um grande desafio na terapia dessa doenca
(PARKER et al., 2004).

2.2
Terapia Fotodinamica

Um tratamento alternativo para o cancer é a Terapia Fotodinamica
(TFD), uma estratégia pouco invasiva e bem estabelecida, ja aprovada na
medicina. Além de ser relativamente barata, ela ndo necessita de cirurgias
para sua ocorréncia, e também apresenta a vantagem de suprimir
diferentes tumores multirresistentes (LIM et al.,, 2013; ROBLERO-
BARTOLON; RAMON-GALLEGOS, 2015; YU et al., 2017).

A TFD requer trés componentes essenciais para 0 Seu
desenvolvimento: uma fonte de Iluz, oxigénio molecular, e um
fotossensibilizador (FS). Este ultimo consiste de um corante absorvedor de
luz, que é ativado por um determinado comprimento de onda. Quando isto
ocorre, ele transfere a energia do féton que absorveu para moléculas de
oxigénio ao redor, gerando espécies reativas de oxigénio (ERO), como o
oxigénio singleto, um importante agente téxico (CHEN et al., 2015;
KAMKAEW et al., 2016; LIM et al., 2013; ROBLERO-BARTOLON; RAMON-
GALLEGOS, 2015).

Existem diferentes classes e tipos de fotossensibilizadores, como os
tetrapirréis, que fazem parte da primeira geracdo de FSs, e 0 meso-
tetra(hidroxifenil) clorina, a ftalocianina e o acido &-aminolevulinico, que
fazem parte da segunda geragdo. Entretanto, somente alguns sao
ineressantes para a TFD devido ao alto custo envolvido nos testes clinicos
dessas substancias. Assim, apenas FSs com propriedades promissoras
séo investigados. Entre eles, podemos destacar o Azul de Metileno (AM),

um corante barato, com baixa toxicidade, e ja aprovado para uso clinico e
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uso em TFD como fotossensibilizador (ALVES et al., 2018; TARDIVO et al.,
2005; YU et al., 2017).

Segundo ROBLERO-BARTOLON & RAMON-GALLEGOS (2015), a
aplicacéo clinica da TFD ocorre da seguinte maneira: primeiramente, o
fotossensibilizador é administrado topicamente ou sistematicamente no
paciente; apds, espera-se que o mesmo se acumule de forma seletiva nas
células tumorais ou que estejam afetadas por outras condicfes - nesta
etapa, a fluorescéncia pode ser medida-; em seguida, uma fibra otica &
introduzida na cavidade do paciente para levar a luz até o tumor; por fim, o

tumor é irradiado localmente com um laser ou outra fonte de luz.

Todavia, para que a TFD seja eficaz, diferentes parametros
importantes devem ser considerados, como: o tipo e a concentracdo de
fotossensibilizador, assim como seu acumulo de forma seletiva nas células
malignas; comprimento de onda e localiza¢do especificos na irradiagdo de
luz; intensidade de iluminacao da fonte de luz; a entrega eficiente da luz ao
fotossensibilizador; disponibilidade de oxigénio molecular nas células, entre
outros (CLEMENT et al., 2016; KAMKAEW et al., 2016; LIM et al., 2013;
YU et al., 2017).

Também € importante que o fotossensibilizador seja toxico aos
tecidos normais apenas quando ativados pela luz, e que os danos
causados por ele ocorram sem aumento da temperatura, 0 que acontece

na chamada terapia fototermal (YU et al., 2017).

A entrega eficiente da luz ao fotossensibilizador, entretanto, é um
grande desafio. Isto porque, na maioria dos casos, os FSs absorvem luz na
regido do ultravioleta-visivel ou infravermelho proximo, que também é
absorvida pelos tecidos do corpo humano, devido a melanina e outros
cromoforos existentes na pele. Assim, a profundidade de penetragéo da luz
é limitada, fazendo com que esta técnica nao seja eficaz para tumores que
se encontrem localizados muito abaixo da pele e, consequentemente,
dificultando o uso clinico da mesma. A maior parte dos estudos feitos com
TFD, inclusive, focam em canceres mais superficiais, como o de pele
(KAMKAEW et al., 2016; YU et al., 2017).
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Desta forma, diferentes tecnologias sdo estudadas para se contornar
este problema. Como o corpo humano é bastante transparente para fotons
em regides acima do infravermelho proximo (700 a 1100 nm), o
desenvolvimento de fotossensibilizadores que possam ser ativados nessa
regido é uma das solucdes a limitagdo da TFD mencionada acima. Deste
modo, eles conseguem penetrar mais profundamente nos tecidos do que a
luz ultravioleta e visivel. O uso de nanoparticulas de upconversion que
possam ser excitadas no infravermelho préximo, emitindo luz na faixa do
UV-Vis, também tem sido estudado. Entretanto, ambas as tecnologias
ainda possuem limitacdes em relacéo a profundidade de penetracdo da luz
nos tecidos. Além disso, é muito dificil encontrar um fotossensibilizador que
absorva luz em um comprimento de onda maior que 700 nm (HOMAYONI
et al., 2016; KAMKAEW et al).

Como alternativa, o uso de nanoparticulas (NPs) cintiladoras
portadoras de fotossensibilizadores tem sido altamente explorado e
relatado para uso em terapia fotodinamica como materiais conversores de
energia. Elas sdo capazes de converter radiacao raios X para luz UV-Vis
(HOMAYONI et al., 2016; BLIU et al., 2008; STANTON; AYRES; THERIEN,
2012).

Como nado existem fotossensibilizadores capazes de absorver
diretamente radiacao raios X, estes tém um grande potencial de penetragao
nos tecidos, fazendo com que o uso destas nanoparticulas seja bastante
promissor. Desta maneira, a utilizacdo de raios X como fonte de luz na
aplicacdo da terapia fotodindmica se torna possivel, permitindo o
tratamento, assim como o diagndstico, de diferentes tipos de tumor
(CLEMENT et al., 2016; KAMKAEW et al., 2016; BLIU et al., 2008). Logo, a
combinacgao da radiagdo com a TFD poderia fornecer um melhor resultado

terapéutico para tumores mais profundos.

Vale ressaltar que na radioterapia convencional, diferentes faixas de
energia de raios X séo utilizadas de acordo com o tipo de cancer que se
quer tratar. Os feixes de baixa energia (40-100 kV) tém poucas aplicacoes,

sendo Uteis apenas para cancer de pele, como melanomas, porque
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somente podem penetrar a uma profundidade menor que 5 mm, enquanto
0s tumores subcutaneos requerem energias médias (200 kV a 1 MV). Ja os
feixes de mais alta energia (4—25 MV) séo os mais utilizados, pois permitem
tratar mesmo os tumores mais profundos, com profundidade maior que 2
cm (KAMKAEW et al., 2016; RETIF et al., 2015).

Entretanto, com o0 uso de materiais nanocintiladores na terapia
fotodindmica alternativa, é possivel utilizar feixes de raios X de baixa
energia, mesmo para tumores mais profundos, com cerca de 300 KeV. Esta
€ uma das grandes vantagens deste tipo de terapia. Além disso, a
focalizacao e irradiacdo do feixe de luz é especifica, fazendo com que essa
terapia seja mais seletiva. A irradiacao também € aplicada de modo que se
passe por diferentes pontos do tumor e ndo agrida em demasia uma Unica
regido. Tudo isto acaba provocando menos efeitos colaterais quando
comparado com tratamentos convencionais ja existentes (ALVES et al.,
2018).

Como esses diferentes tipos de radiacéo produzem diferentes efeitos
bioldgicos, a aplicacédo da radiacdo deve ser desenvolvida de modo a se
minimizar o risco de exposicdo ao se maximizar o beneficio. Além disso, a
alta penetrabilidade das radiacdes raios X podem levar a danos na
superficie dos tecidos, o que faz com que a especificidade do FS a ser
utilizado também seja um fator importante na TFD. Também ha uma
relacdo entre a energia de radiossensibilizacdo e as nanoparticulas, de
modo que é importante se ter o cuidado para que as NPs
radiossensibilizadas se concentrem no tumor e ndo nos 6rgaos saudaveis
também seja necessério (RETIF et al., 2015; YU et al., 2017).

2.2.1
Uso Estratégico de Nanoparticulas na Terapia Fotodinamica

A nanotecnologia € um ramo da ciéncia que cria e usa materiais e
sistemas cujas dimensdes se encontram em uma escala nanométrica, mais
especificamente, na faixa de 0,1-100 nm, existindo algumas excegdes. E
um ramo que tem se desenvolvido e avancado consideravelmente, no qual

nanoparticulas tém sido aplicadas em diferentes areas, como a medicinal
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e a alimentar, devido suas caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas,
que sdo consideradas unicas (DAYEM et al, 2017; ROBLERO-
BARTOLON; RAMON-GALLEGOS, 2015).

De acordo com a sua preparacdo, as nhanoparticulas podem ser
classificadas em dois diferentes tipos: NPs inorganicas (como metélicas,
magnéticas, oxidos metalicos e pontos quanticos) e NPs organicas (como
lipossomas, micelas poliméricas e nanomateriais a base de carbono)
(DAYEM et al., 2017).

Na medicina, a internalizacdo das nanoparticulas pode ser feita por
diferentes vias, como inalagéo, ingestdo e mesmo absorcdo através da
pele. ApGs serem captadas, elas vao para o meio bioldgico e interagem
com diferentes moléculas celulares que estao presentes nos nossos fluidos
corporais. Sendo assim, o uso de NPs podem ser toxico e provocar
inflamacgdes, danos genéticos, estresses oxidativos, assim como inibicao e
morte celulares. Logo, é necessario investigar a toxicidade desses
materiais para que se possa desenvolvé-lo e utiliza-lo de forma segura
(DAYEM et al., 2017).

Como ja mencionado, o uso de nanoparticulas cintiladoras, capazes
de converter energia, € uma possivel alternativa para a entrega da luz de
forma eficiente para tratamento de tumores na terapia fotodinamica. Elas
também sdo conhecidas como materiais nanocintiladores, e funcionam
como carreadores de moléculas de FSs. Sdo capazes de aumentar a
capacidade quantica e, consequentemente, a eficiéncia da terapia, além de
dispersar o FS remanescente para outras regides do corpo (HOMAYONI et
al., 2016; MORGAN et al., 2009; ROBLERO-BARTOLON; RAMON-
GALLEGOS, 2015). Este ultimo fator é de fundamental importancia, uma
vez que os FSs tendem a se acumular em tecidos especificos, como o rim
e o figado, afetando ndo s6 os tecidos doentes, como também os tecidos
saudaveis (YU et al., 2017).

Outra das grandes vantagens de se utilizar materiais nanocarreadores

se deve ao fato do microambiente que envolve o tumor. Este € um ambiente
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anico, em que o rapido crescimento das células cancerigenas faz com que
se torne acido. Logo, a entrada do farmaco nessas células ira depender
das propriedades morfoldgicas, fisicas e quimicas dos nanocarreadores,

levando em conta os aspectos fisioldégicos do organismo (LIM et al., 2013).

Esses nanocarreadores possuem alta capacidade de segmentacéo e
efeito de permeabilidade e retencdo aumentados (EPR) quando
comparado com certos microcarreadores, por exemplo, podendo se
acumular em tecidos especificos. Também apresentam um processo de
carregamento simples e um desempenho aprimorado. Além disso, se
apresentarem tamanhos apropriados, nanoparticulas também sao capazes
de circular por mais tempo no plasma, diminuindo sua eliminacédo para o
organismo e, consequentemente, sua citotoxicidade em outros 6rgaos. Em
solucao, elas também podem reduzir a sedimentacdo nos tecidos, através
de formacédo de complexos mais estaveis. Por fim, elas ainda tém a grande
vantagem de poderem sofrer modificacdes com adicéo de grupos quimicos
em sua superficie, como moléculas que sofram alteracbes em
determinadas condi¢fes (LIM et al., 2013; YU et al., 2017).

Materiais nanocarreadores de silicato inorganico (SiO2) também
possuem altas vantagens, como propriedades estaveis e inertes
(apresentam um potencial ndo reativo a enzimas e microbios), e natureza
nao toxica. Também sdo sensiveis as variagcbes de pH e temperatura.
Dessa forma, as caracteristicas fisicas desses materiais se mantém
inalteradas durante o processo de transporte na terapia (BECHET et al.,
2008; LIM et al., 2013).

Aplicagbes bioldgica desses materiais (nanoparticulas de silicas
porosas - SNPs) ja sdo estudadas em bioimagem, liberagéo de farmacos e
marcacao de células. O pequeno tamanho dessas particulas, assim como
seu alto volume de poros, faz com que essas NPs tenham uma grande
capacidade de carrear FSs, contribuindo com a eficacia da TFD. Entretanto,
deve-se ter um bom controle do tamanho desse material, uma vez que nao

sdo biodegradaveis e podem ser facilmente capturados pelo sistema
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reticuloendotelial e eliminados do corpo através do rim (BECHET et al.,
2008; LIM et al., 2013).

Além disso, NPs tendem a ter maiores tempo de circulacdo e se
concentrar mais em ambientes tumorais, devido ao maior efeito EPR. Elas
também podem ter suas superficies modificadas, de modo a aumentarem
sua sua captacdo. Por tudo isso, diferentes nanoparticulas tém sido
investigadas como uma forma de melhorar a entrega dos FSs na terapia
fotodinamica convencional (KAMKAEW et al., 2016).

Nanopariculas cintiladoras a base de elementos TR funcionalizadas
com diferentes FSs, por exemplo, ja sdo reportadas na literatura em
diferentes estudos biolégicos. Alguns desses estudos envolvem: NPs de
Gd202S:Th que se mostraram capazes de ativar a Fotofrina Il, um FS
utilizado em TFD, para geragdo de ERO; e NPs de Y203 funcionalizadas
com o FS Psolareno, que apresentaram ter potencial aplicagdo contra o
cancer, ao exibirem morte ou inibicAo do crescimento celular, apos
irradiacdo com raios X (ABLIZ et al., 2011; SCAFFIDI et al., 2011).

Os FSs, todavia, também tém suas vantagens; alguns ja apresentam
bons resultados clinicos em oncologia aplicados em TFD e, inclusive, ja sdo
comercialmente acessiveis (ALLISON et al., 2004). Além disso, esses
agentes fotodinAmicos, capazes de absorver luz UV e transferir o excesso
de energia para células ao redor, possuem uma importante propriedade de
se acumularem preferencialmente no microambiente do tumor (ABLIZ et
al., 2011). Entretanto, além da limitacdo de penetracdo nos tecidos, a
maioria dos FSs séo hidrofébicos e ficam parcialmente retidos nos tecidos
normais ndo se acumulando de forma seletiva e consideravel nos tecidos
doentes para uso clinico. Eles também apresentam tempo de vida curto e
efeitos colaterais toxicos, sendo relativamente instaveis e dificeis de
sintetizar (HOMAYONI et al., 2018; LIM et al., 2013; MORGAN et al., 2009;
ROBLERO-BARTOLON; RAMON-GALLEGOS, 2015).

Desta forma, diferentes formas de se modificar um fotossensibilizador

e melhorar sua eficiéncia também vem sendo estudada, principalmente
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pelo fato dos FSs, de modo geral, serem pouco alergénicos, nao
mutagénicos, rentaveis e faceis de se reconstituir. Contudo, o uso de NPs
ainda apresenta a vantagem de o FS ser entregue de maneira mais
seletiva, causando menos danos aos tecidos saudaveis (ROBLERO-
BARTOLON; RAMON-GALLEGOS, 2015).

Na TFD alternativa, esses fotossensibilizadores se ligam na superficie
dos materiais nanocintiladores, que s&o posteriormente ativados por
emissao de luz, e transferem a energia que receberam para o FS. Como
consequéncia, radicais livres toxicos sdo produzidos localmente
(KAMKAEW et al., 2016; MORGAN et al., 2009).

Um resumo desse processo pode ser observado na Figura 3.

302 g 102

Figura 3: Esquema de nanoparticulas cintiladoras fotossensibilizadas, sendo
ativadas por Raios X e transferindo energia para o FS, que produz ERO (FONTE:
KAMKAEW et al., 2016 - Adaptada).

Apds a acumulacdo dos materiais nanossensibilizados no local
especifico do tumor, raios X sao aplicados para estimular a emissao de luz.
Esta pode ser capturada para ativar um FS que esteja proximo. Materiais
de maior bandgap sao utilizados para transformar fétons de alta energia em
luz UV-Vis. A ativacdo do FS leva a geracdo de ERO, que sao altamente
toxicas para as células (KAMKAEW et al., 2016).

Com isto, essas ERO geradas podem dar inicio a uma sequéncia de

patologias distintas, como inflamacao, carcinogénese e fibrose. E elas vao
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depender das caracteristicas fisico-quimicas das NPs, como carga,
tamanho e estrutura. Além disso, ainda faltam metodologias consideradas
rigorosas e sistematicas para que se possa avaliar a eficiéncia das NPs em
usos clinicos. Com NPs de alto peso molecular, por exemplo, os nUmeros
de estudos clinicos sdo muito poucos, apesar da grandeza de dados pré-
clinicos desses materiais como radiossensibilizadores eficientes
(COULTER et al., 2012; DAYEM et al., 2017; RETIF et al., 2015). Tudo isto
enfatiza a importancia do cuidado no desenvolvimento e uso desses

materiais.

Além desta problematica, também existe a dificuldade em se criar
producdes de NPs em larga escala que apresentem caracteristicas
adaptaveis, sem contar que todo o processo de criacdo destes materiais
também costuma ser bem alto. Tudo isto, provavelmente, € o que faz com
que ainda existam poucas NPs disponiveis no mercado (RETIF et al.,
2015).

Vale ressaltar que o mecanismo responsavel pela formacdo de ERO
varia entre os diferentes tipos de NPs existentes, como veremos adiante.
Entretanto, apesar de o efeito de citotoxidade das ERO na TFD ser
ilustrado, muitos caminhos sdo envolvidos nesse processo, sendo eles
bastante complexos e controversos. Assim, o principal mecanismo celular
envolvendo a producdo de ERO ainda se mantém inexplicado (DAYEM et
al., 2017; YU et al., 2017).

Dependendo da natureza quimica das NPs, podem haver diferentes
mecanismos de interacdo entre elas e os raios X. Neste trabalho, h4 a
combinacao de dois desses mecanismos: 0 da terapia fotodinamica, que
gera as ERO, como vimos; e o de alto numero atdbmico Z, em que as NPs
aumentam o efeito fotoelétrico, maximizando a eficiéncia da radioterapia.
Isto porque as NPs usadas na terapia fotodinAmica normalmente sao feitas
de um nucleo com alto valor de Z, como os elementos lantanideos. Sendo
assim, aléem de gerar ERO, essas NPs também aumentam a radiacdo da
terapia. NPs a base de gadolinio, por exemplo, além de terem um alto valor

de Z, também tem a capacidade de atuarem como agentes de contraste
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em ressonancia magnética, apresentando assim uma abordagem bastante
inovadora (RETIF et al., 2015).

2.2.2
Processos de Geracdo de ERO

O mecanismo fotofisico na terapia fotodinamica envolve a absorcao e
a consequente transferéncia de energia pela molécula do
fotossensibilizador, gerando espécies reativas de oxigénio. Apds essa
absorcao de energia, o FS excitado pode gerar as ERO por meio de dois
tipos de reacdo (CLEMENT et al., 2016; KAMKAEW et al., 2016).

Mais especificamente, a absor¢éo de luz pelo FS é o que da inicio ao
processo de fotossensibilizacédo, promovendo a transi¢ao dos seus elétrons
do estado singleto fundamental para o seu primeiro estado excitado, o
singleto excitado. Assim, esse FS excitado pode voltar ao seu estado
fundamental emitindo a energia absorvida na forma de fluorescéncia ou por
meio de conversdo interna. Paralelamente, parte dessa energia também
pode ser liberada através de um processo chamado cruzamento
intersistemas, em que o elétron excitado sera transferido para um estado
tripleto excitado. Como esse estado excitado tem um tempo de vida
consideravelmente maior, ele pode interagir com moléculas que estejam ao
redor, provocando reacdes fotooxidativas conhecidas como reacfes do
Tipo | e Tipo Il (KAMKAEW et al., 2016; LIM et al., 2013; ROBLERO-
BARTOLON; RAMON-GALLEGOS, 2015).

Vale ressaltar que o cruzamento intersistemas é uma transicao
proibida por spin, entretanto, um bom fotossensibilizador pode atingir altos
niveis de rendimento quantico (ROBLERO-BARTOLON; RAMON-
GALLEGOS, 2015).

Esses processos fotofisicos mencionados envolvendo a geracao de

ERO encontram-se ilustrados no Diagrama de Jablonski (Figura 4).
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Figura 4. Diagrama de Jablonski modificado para mostrar 0s processos que
ocorrem apo6s irradiacdo de um fotossensibilizador (FONTE: HOUSECROFT;
SHARPE, 2013 - Adaptada).

Neste Diagrama, € possivel observar um resumo do esquema de
fotossensibilizacdo que leva a diferentes tipos de reacdo, como ja

mencionado.

Na reacdo do Tipo I, um elétron pode ser transferido a partir do estado
tripleto excitado do FS para um substrato (uma molécula de agua ou uma
biomolécula) ao redor. Também pode haver a transferéncia de atomos de
hidrogénio, levando a adicdo de um préton. Em ambos os casos ha geracao
de radicais livres, que podem interagir com oxigénio disponivel do meio e
produzir espécies reativas de oxigénio, como peroxidos, superoxidos e
radicais hidroxila e de oxigénio, poderosamente oxidativas. Ja no Tipo I,
ocorre a transferéncia de energia do elétron no estado tripleto excitado do
FS para o oxigénio molecular no estado tripleto fundamental (30z2), que esta
presente nas celulas ou tecidos ao redor. Isto leva a formacao das espécies
reativas de oxigénio, como o oxigénio singleto (*O2), que é altamente
reativo e téxico (CLEMENT et al., 2016; KAMKAEW et al., 2016; LIM et al.,
2013; ROBLERO-BARTOLON; RAMON-GALLEGOS, 2015).
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Na Figura 4, pode-se notar que também existe um caminho alternativo
de reacdo, denominado Tipo Ill. Neste, ocorre a reacdo direta do
fotossensibilizador no estado tripleto com diferentes biomoléculas, por meio
de uma via independente de oxigénio (ROBLERO-BARTOLON; RAMON-
GALLEGOS, 2015).

Além disso, as reacdes do Tipo | e Il ocorrem simultaneamente. A
razdo em que cada um desses processos ira ocorrer, entretanto, ir4
depender do tipo de FS utilizado, assim como das concentracdes de
substrato e oxigénio presentes no meio. Contudo, a reacdo do Tipo Il € 0
principal processo de formacdo de ERO que ocorre na TFD, devido a
grande interacdo que O oOxigénio singleto apresenta com moléculas
biologicas. Entretanto, a TFD s0 € eficaz quando no meio de uma area de
producdo de ERO, uma vez que o oxigénio singleto tem um tempo de meia-
vida curto em sistemas biologicos (KAMKAEW et al., 2016).

Por fim, o FS no estado tripleto excitado pode retornar ao seu estado
fundamental ao emitir um foton (fosforescéncia), que € degradado pela luz
em um processo denominado de fotobranqueamento (ROBLERO-
BARTOLON; RAMON-GALLEGOS, 2015).

Com tudo isso, podemos observar que grande parte do processo
fotodinamico é mediado pelo fotossensibilizador no seu estado energético.
Além disso, o oxigénio singleto é a principal espécie responsavel pela
fototoxicidade da TFD (LIM et al., 2013; ROBLERO-BARTOLON; RAMON-
GALLEGOS, 2015). Ele causa danos letais as células, como a danificagédo
das membranas celulares, levando a apoptose ou necrose das células
malignas (CLEMENT el a., 2016; LIM et al., 2013).

Desta forma, a eficiéncia da geracédo de oxigénios singletos governa
a fototoxicidade da TFD e pode ser aprimorada de diferentes formas, de

modo a se melhorar as caracteristicas fotofisicas dos FSs (LIM et al., 2013).
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2.3
Terras Raras

Os elementos Terras Raras (TR) constituem um grupo de 17
elementos quimicos similares, que costumam existir na forma de cations
trivalentes. Fazem parte desse grupo os elementos lantanideos (do lantanio
ao lutécio) mais o escandio e o itrio (Figura 5), que possuem propriedades
similares a desse grupo de elementos (GAIl et al., 2014; HASKIN, PASTER,
1979).

Eles s@o encontrados em misturas complexas em rochas e minerais,
com excecao do elemento promécio, que ndo ocorre na natureza. Devido
a grande similaridade fisica e quimica que estes elementos apresentam
entre si, eles podem facilmente serem substituidos uns pelos outros,
entretanto, torna-se muito dificil e caro separa-los (FILHO; SERRA, 2014;
POWELL, 1979; SPEDDING et al., 1952).

Terras Raras s [ ¢ ]

Figura 5: Tabela Peridédica, com énfase nos elementos terras raras (FONTE:
IUPAC - Adaptada).

Diferente do que se imagina, a abundancia desses elementos na

crosta terrestre é consideravelmente alta. O termo ‘terras raras” é

considerado um termo equivocado, e provém da decorrente raridade dos
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minerais em que eles foram originalmente isolados. De acordo com FILHO
& SERRA (2014), esse termo se da pelo fato desses elementos terem sido
isolados, nos séculos XVII e XIX, na forma de oOxido, a partir de alguns
poucos minerais encontrados em regides da Suécia. Na época, a palavra

terra servia para designar 6xidos metalicos de uma forma geral.

Em termos de comparacéo, os elementos célio, neodimio e lantanio
sdo mais abundantes do que os elementos chumbo e niquel; ja os
elementos tdlio e lutécio, os mais raros, ocorrem em maior quantidade do
que a prata e os metais do grupo da platina. Na crosta continental, a
porcentagem dos elementos TR é estabelecida entre 10 a 25%. Além disso,
apesar de pouco conhecidos nos meios nao académicos, esses elementos
estdo muito presentes no nosso cotidiano (FILHO; SERRA, 2014;
RUDNICK; GAO, 2013).

De modo geral, a configuracao eletronica desses elementos pode ser
descrita da seguinte forma: [Xe]4f"5d16s?, onde n varia de 0 a 14. Na sua
forma trivalente comum, eles apresentam a configuracao eletronica [Xe]4f",

onde h& a perda dos seus trés elétrons de valéncia (THOMPSON, 1979).

Esses elementos apresentam propriedades eletrbnicas Unicas devido
ao fenbmeno de contracdo lantanidica que sofrem. Neste processo, ao se
aumentar o numero atdémico do elemento, ocorre uma diminui¢cdo uniforme
do tamanho atdmico e ibnico do mesmo. Isto porque o aumento do nimero
atbmico faz com que os orbitais 4f sejam preenchidos; como esses
possuem menor capacidade de blindagem do que os elétrons nos orbitais
S, p ou d, a carga nuclear efetiva sobre os elétrons 4f ira aumentar e sera
maior que a repulséo intereletrébnica. Como a blindagem do nucleo por
elétrons da mesma camada é pequena, havera maior atracdo pelos
elétrons 5s e 5p, 0 que ird provocar uma diminui¢do no tamanho dos raios
atdmicos e idnicos do elemento. Este fenbmeno também se deve a efeitos
relativisticos causados pela maior vulnerabilidade desses elétrons s e p
(FILHO; SERRA, 2014; SASTRI et al., 2003).
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Além disso, eles apresentam densidade eletrbnica mais interna na
subcamada 4f semipreenchida do que nas subcamadas 5s e 5p
preenchidas, sendo assim chamados de metais de transicdo interna.
Entretanto, apesar dessa natureza mais interna dos elétrons 4f, o elétron
desse orbital estd mais disponivel do que os elétrons dos orbitais 5s e 5p,
uma vez que esses possuem baixa penetrabilidade. Além disso, esses
elétrons também estdo mais suscetiveis aos efeitos da contracéo
relativistica. Tudo isto contribui para que esses elementos formem, em sua
maioria, céations trivalentes (FILHO; SERRA, 2014; SOUZA, 2013). Todos
esses fatores acabam sendo responsaveis por uma série de propriedades

intrinsecas na quimica dos lantanideos, tornando-os peculiares.

2.3.1
Caracteristicas dos Elementos Lantanideos

Devido a configuracdo interna Unica e abundante do orbital f que os
fons lantanideos (Ln%*) possuem, eles, com excecdo dos ions La®* e Lu®*,
sdo capazes de exibir diferentes emissGes de luminescéncia através das
suas transi¢cdes 4f-5d ou intra-4f. Além disso, possuem estados excitados
duradouros em seus orbitais 4f. Tais caracteristicas fazem com que eles
sejam muito utilizados como espécies emissores em diferentes materiais
luminescentes, também chamados de fosforos. Estes materiais séo sélidos
capazes de absorver e converter determinados tipos de energia em
radiacdo de luz (GAl et al., 2014; YANG et al., 2014).

Entretanto, as transi¢cbes 4f apresentam um carater proibido, ndo
sendo eficiente a excitacdo direta desses ions. Deste modo, para se obter
materiais com caracteristicas luminescentes desejadas, utiliza-se uma
técnica de dopagem no qual uma baixa concentracdo de atomos ou ions
lantanideos € incorporada em uma rede hospedeira (organica ou
inorganica). Assim, se produz um material hibrido dopado com Ln3*, em
gue as redes hospedeiras possuem um coeficiente de absor¢cdo maior que
o0 ion lantanideo emissor, funcionando como um microambiente constante
para esse ion. Em outras palavras, a rede hospedeira transfere energia

para os ions Ln*3 fazendo com que, quando excitados, esses materiais
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apresentem emissdes de luminescéncia bastante eficientes (GAI et al.,
2014; ZHANG et al., 2014).

Desta maneira, comparando-se com outros materiais, esses hibridos
tém as vantagens de possuirem um espectro de emissdo estreito, alta
estabilidade fotoquimica, um tempo de vida longo, baixa toxicidade, entre
outras. Isto tudo faz com que esses materiais sejam bastante promissores
para aplicacdo em diferentes dispositivos, como displays, lasers, sensores,
células solares, e mesmo em diferentes areas (GAl et al., 2014).

Alguns ions lantanideos, inclusive, devido suas propriedades oticas
singulares e baixa toxicidade, sao fortes candidatos na medicina, sendo
muito utilizados como agentes de contraste em ressonancia magnética e
imagem oOtica (ZHANG et al., 2014). Estudos feitos com nanoparticulas de
oxido de gadolinio, por exemplo, o consideraram um potencial agente de
contraste em imagem de ressonancia magnética (CARR et al., 1984; XU et
al., 2016).

De modo geral, nanoparticulas que possuem boa solubilidade em
agua, ampla aplicabilidade e alta biocompatibilidade, sdo de grande
interesse na area da biomedicina em nanoescala. Assim, nanomateriais a
base de lantanideos tém sido amplamente estudados nessa éarea,
principalmente pela sua ampla aplicabilidade (SUDHEENDRA et al., 2014;
XU et al., 2016).

Além do uso ja visto em terapia fotodinamica, essas nanoparticulas
sao utilizadas em terapia fototermal e como antioxidantes. Também tém se
estudado o uso de muitos nanomateriais multifuncionais a base de ions
Ln3* em bioimagem multimodal e para administracdo e entrega controlado
de farmacos (YANG et al., 2014; ZHANG et al., 2014).

Sendo assim, pode-se dizer que esses materiais sdo criados para
gerar mais plataformas multifuncionais do que qualquer outra classe de
materiais. Entretanto, suas propriedades fisico-quimicas singulares, além
de fazerem esses nanomateriais promissores na medicina, também podem

os fazer um perigo potencial para a saude (ZHANG et al., 2014).
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2.3.2
Toxicidade dos ETR

A necessidade de se estudar a toxicidade dos elementos terras raras
vém crescendo conforme se aumenta o desenvolvimento e o uso desses
materiais. Esses elementos tém sido utilizados em diferentes areas, como
na industrial, agricultura e médica. Eles sdo muito empregados em
dispositivos eletronicos, como computadores, cameras e televisores devido
suas propriedades luminescentes, que os permitem exibir diferentes cores.
Também sdo muito utilizados em carros, vidros e ceramicas. Desta
maneira, ndo so 0s seres humanos ficam expostos a esses elementos, mas
também diversos organismos terrestres e aquéticos (PAGANO et al., 2015;
RIM; KOO; PARK, 2013).

Estudos feitos em animais expostos a ETR, a curto e a médio prazo,
mostraram evidéncias de estresse oxidativo, bioacumulacdo e danos em
tecidos como figado e pulmao, alteracdo na resposta imune e inflamagdes.
Entretanto, além de ainda falarem estudos a longo prazo, principalmente
guando comparado com outros metais pesados, 0s existentes sdo limitados
a determinados ETR, como Ce, La e Gd, mais comumente utilizados. Além
disso, mecanismos de acdo associados a esses elementos sao
relacionados com atividades redox e formacdo de ERO (PAGANO et al.,
2015).

Resultados forneceram evidéncias de que os elementos TR séo
metabolizados e considerados biopersistentes no trato respiratorio
humano, causando lesGes granulomatosas no pulméo ou pneumoconiose
qguando inalados (HIRANO; SUZUKI, 1996; RIM; KOO; PARK, 2013).

Entretanto, como ja visto, esses elementos também podem
apresentar resultados satisfatorios na medicina. E reportado que o Ce é um
potente farmaco contra bactérias Gram-negativas e fungos, por exemplo.
Outro estudo realizado também mostrou que carbonato de lantanio foi
eficiente no controle de hiperfosfatemia em pacientes com doencas
cronicas nos rins (MONAFO et al., 1976; TAKAHARA et al., 2014).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1721758/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1721758/CA

46

Além disso, alguns estudos de mortalidade feitos com alguns
elementos TR nas formas ibnicas e queladas revelaram que eles foram
pouco téxicos em relagcdo a sua dose letal mediana (DLso) (HIRANO;
SUZUKI, 1996).

Nesse trabalho, os trés elementos terras raras mais utilizados seréo
0 Gd, Eu e Sm. Como ja visto, o gadolinio € muito utilizado como agente
de contraste em ressonancia magnética na medicina. Isto porque, apesar
de seu ion livre ser altamente toxico, seu composto quelato (forma em que
€ usado), é considerado suficientemente seguro; assim sendo, a toxicidade
irA depender da forca do agente quelante. Entretanto, se tem pouca
informacao sobre a origem de seus papéis bioldgicos. Sobre o eurdpio, ndo
h& uma evidéncia clara de que este elemento seja consideravelmente
téxico quando comparado com outros elementos pesados, por exemplo. Ja
em relacdo ao samario, sabe-se que seu papel biolégico no corpo humano
ainda é controverso (RIM; KOO; PARK, 2013).

As formas quimicas dos compostos de terras raras irdo determinar,
principalmente, a deposicdo e a retencdo dos mesmos apis a exposicao
oral, intravenosa e inalatoria. A depuracao do corpo do terra rara quelado
irA depender da estabilidade dos complexos. Os elementos quelados séo
excretados rapidamente pela urina, enquanto os iénicos formam facilmente
coloide no sangue, sendo esse material coloidal absorvido pelas células
fagocitarias do figado e do baco (HIRANO; SUZUKI, 1996).

O nivel de elemento terra rara presente no cabelo de uma pessoa
pode ser usado como um biomarcador para refletir o nivel de exposicao ao
qual essa pessoa sofreu a este elemento. Sabe-se também que 0 0sso é
um dos grandes alvos das terras raras no organismo e que sua absorcao
pela pele pode ser considerada insignificante, entretanto, se esta estiver
ferida, esses elementos poderdo ser absorvidos pelo corpo até
determinado ponto (HIRANO; SUZUKI, 1996; RIM; KOO; PARK, 2013).

Sendo assim, estudos toxicolégicos envolvendo os elementos terras
raras sao essenciais, tanto do ponto de vista medicinal, quanto do ponto de

vista industrial e ambiental. Em se tratando do primeiro, apesar das
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aplicacbes empregadas desses elementos nessa area, S0 necessarios
estudos cada vez mais aprofundados, principalmente no que diz respeito a

exposicao crbnica desses elementos.
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Metodologia

3.1
Reagentes e Solventes

Todos os 6xidos de eleentos terras raras foram adquiridos da
empresa Cstarm, com 99,99% de pureza. Os reagentes SiO2 e PCL (massa
molecular de 70000-90000 u) foram obtidos através da Aldrich, e a
Dextrana (peso molecular médio igual a 15000 u) da Sigma. O NaOH e o
PVA foram adquiridos pela ISOFAR. O solvente etanol e o &cido cloridrico
foram adquiridos da Qhemis. O &cido acético foi obtido pela Vetec e o
peréxido de hidrogénio pela Synth. O trietilenoglicol e o cloroférmio foram
adquiridos pela Sigma-Aldrich. As aguas utilizadas para as reacbes e
analises foram destiladas ou Mili-Q e obtidas em laboratérios do
Departamento de Quimica da PUC-Rio. Todos os reagentes e solventes

foram utilizados como recebidos, sem tratamento prévio.

3.2
Equipamentos

Para a realizacao das sinteses foi utilizada uma balanca analitica da
marca Shimadzu e modelo ATX224 e, quando necessario, uma chapa de
aguecimento da marca lka, modelo C-MAG. Para as sinteses em que
também foi necessario o uso de um ultrassom, foram utilizados uma
lavadora ultrassonica Q1.8L da Eco-Sonics (Ultronique) e um processador
ultrassonico UP200S da Hielscher de 200 watts de poténcia, com 70% de

forca.
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3.3
Caracterizacdo das Nanoparticulas

3.3.1
Estudos de Fotoluminescéncia

3311
Espectroscopia de Fotoluminescéncia (Excitagdo Total, Excitacao e
Emisséao)

Estas analises foram realizadas no Laboratorio Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS - CNPEM), na linha de luz TGM (Toroidal Grating
Monochromator), no modo 3D, com auxilio da pesquisadora Dr2. Verbnica
de Carvalho Teixeira. A luminescéncia visivel foi seguida durante uma
varredura de energia na faixa espectral de 4,5 a 8,0 eV, na regido do UV-
extremo (275 a 155 nm), com excitacdo a cada 0,05 eV, e emissdo a cada
0,5 nm, na faixa de 1000 a 200 nm.

Também foram feitas andlises de fotoluminescéncia em um
espectrofluorbmetro de UV-Vis, modelo QuantaMaster 40 (QM 40) da
marca Photon Technology International (PTI), com lampada Xe como fonte
de excitacdo. Elas foram auxiliadas pelo pesquisador Dr. Rafael dos Santos
Carvalho, no Laboratorio de Optoeletrénica Orgéanica e Molecular (LOEM)
do Departamento de Fisica da PUC-Rio, coordenado pelo Prof. Marco

Cremona.

3.3.1.2
Decaimento de Fotoluminescéncia (Tempo de Vida)

Os dados de decaimento de fotoluminescéncia foram obtidos em um
espectrofluorimetro Fluorolog-3 (Horiba FL3-22-iHR320), com grades
duplas (1200 g.mm™, blaze 330 nm) no monocromador de excitacédo e
grades duplas (1200 g.mm™, blaze 500 nm) no monocromador de emisséo.
Um laser de 980 nm com poténcia variavel (Crystalaser DL980-1WTO) foi
utilizado como fonte de excitacdo. O equipamento pertence ao Laboratoério
Multiusuéario de Espectroscopia Optica Avancada (LMEOA) e a analise foi

feita em colaboracao com o Prof. Fernando Aparecido Sigoli (IQ-Unicamp).
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3.3.2
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As medidas foram feitas no equipamento JEOL JSM 7100F no
LaMAR-CAIPE da UFF, com auxilio do aluno Caué Nogueira, e em
colaboracdo com o Prof. Yutao Xing. As voltagens de trabalho usadas
foram de 1,00 kV e 15,0 kV. Foi utilizado um canhao de emisséo de campo
elétrico. A técnica de disperséo de energia caracteristica de raios X (EDS)
foi feita utilizando-se detector EDS do tipo SDD (Silicon Drift Detector), e
com voltagens de trabalho de 15,0 kV. As amostras foram preparadas
adicionando-as, na forma de solido, em um uma fita de carbono ou em

silicio monocristalino, ambos presos em um stub de latdo.

3.3.3
Difracdo de Raios X de P6 (DRX)

As medidas foram realizadas em um difratbmetro de raios X do
modelo X’ Pert Pro da marca PANalytical, pertencente ao Laboratério de
Cristalografia e Difracdo de Raios X do Centro Brasileiro de Pesquisas

Fisicas - CBPF, auxiliadas pela pesquisadora Dr2. Liu Liying.

3.34
Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)

As andlises foram feitas no equipamento JEOL JEM 2100F do
LaMAR/CAIPE da UFF, em colaboragcéo com o Prof. Yutao Xing. Elas foram
realizadas nos modos convencional (CTEM), alta resolucdo (HRTEM) e
modo varredura (STEM). Acoplado com as técnicas espectroscopicas de
disperséo de energia caracteristica de raios X (EDS), o MET se mostra um
poderoso instrumento para analise quimica, qualitativa e quantitativa, com
alta resolucao espacial. As voltagens de trabalho usadas foram de 200 kV,
e o detector EDS utilizado é do tipo SDD (Silicon Drift Detector), com area
de 100 mm?2. As amostras foram dispersas em agua destilada e depois
pingadas em uma pequena grade de Cu com suporte de filme de carbono.
As gradinhas contendo as amostras foram tratadas a uma temperatura de

~ 90 °C por 30 min para evaporacao completa da agua.
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A andlise da distribuicdo de tamanho das nanoparticulas foi realizada
com o programa ImageJ e resumida por meio de estatistica descritiva
avaliando todos os quartis (dzsw%, dsow, d7s%) com definicdo do diametro
médio, dmedio, juntamente com a normalidade da disperséo. O teste de
D'Agostino-Pearson (poa-p) foi preferido no nivel de significaAncia a = 0,05
como critério de normalidade. A distribuicdo das nanoparticulas de oxidos
de terras raras foi visualizada em um histograma por meio de um software

registrado de codigo aberto Python “Plotus 2.0” (https://plotus.xyz/).

3.35
Espectroscopia de Absorc¢ao na Regido do Infravermelho (FTIR)

As andlises foram realizadas em um espectrometro FT-IR, de modelo
Spectrum Two da Perkin-Elmer, pertencente ao Laboratorio Multiusuario do
Departamento de Fisica da PUC-Rio. Elas foram feitas na regido do
infravermelho médio (4000-400 cm™) utilizando-se o modo ATR

(Attenuated Total Reflectance).

3.3.6
Espalhamento de Luz Dinamica (DLS)

As medidas foram obtidas no equipamento SZ-100 da Horiba,
coordenado pela Prof. Ana Percebon, presente na Central Analitica do
Departamento de Quimica da PUC-Rio. As analises foram feitas em
triplicata, com duracéo de 120 segundos cada amostra, a uma temperatura
de 25 °C e com angulo de 90°. As amostras foram previamente preparadas
em um banho ultrassom. Primeiramente, ficaram por 10 minutos em uma
lavadora ultrassénica Q1.8L da Eco-Sonics (Ultronique) por 10 minutos e
depois foram ultrassonicadas em um processador ultrassonico UP200S da
Hielscher de 200 watts de poténcia, utilizando-se 0,5 ciclo e amplitude de

60%, por 20 minutos.

3.3.7
Potencial Zeta (Q)

As amostras também foram analisadas no equipamento SZ-100 da

Horiba, coordenado pela Prof. Ana Percebon, mencionado acima.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1721758/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1721758/CA

52

Novamente, ficaram por 10 minutos em uma lavadora ultrassonica Q1.8L
da Eco-Sonics (Ultronique) por 10 minutos e depois ultrassonicadas em um
processador ultrassénico UP200S da Hielscher de 200 watts de poténcia,
utilizando-se 0,5 ciclo e amplitude de 60%, por 20 minutos. Também foram
feitas medidas em triplicata e a temperatura de 25 °C.

3.4
Procedimento experimental

341
Sintese de sais de cloreto dos elementos terras raras

Pesou-se 0,2 g de TR203 (TR = Gd, Eu, Sm, Tm, Th) em um béquer,
acrescentando-se 1,0 mL de 4gua. Adicionou-se, aos poucos, uma solugao
de HCI 6,0 mol.L, observando-se a formagdo de uma suspensédo. Esta
reacao ocorreu sob agitacdo constante a uma temperatura de 90 °C, por
2h, até que a formacdo de uma solucdo totalmente limpida fosse
observada. Deixou-se que a reacdo permanecesse a 60 °C até que o
solvente fosse evaporado. No final, o sal TRCI3:xH20 (onde x = 6 ou 7)
obtido na forma de soélido foi guardado em um dessecador para retirada do
solvente restante. Esta reacao é representada segundo a equacao abaixo:

TR203(s) + 6 HCl (ag) + (2X=3) H20() — 2 TRCl3-xH20¢s)
(Equacéo 1)

3.4.2
Sintese de sais de acetato dos elementos terras raras

Pesou-se 0,2 g de TR203 (TR = Gd, Eu, Sm), acrescentando-se 1,0
mL de agua. Em seguida, adicionou-se, aos poucos, 10,0 mL de &cido
aético P.A., e deixou-se a reacdo ocorrer sob agitacao a temperatura de 90
°C. Apos 5h, quando a solugéo se tornou limpida, deixou-se o solvente
evaporar a 60 °C. Por fim, se obteve o sal TR(OAc)3-xH20 na forma de um
sélido, que também foi guardado em um dessecador para a retirada do

solvente restante. A reagao que ocorre encontra-se equacionada abaixo:

TR203(s) + 6 CH3COOHagq) + (2x—3) H20() — 2 TR(CH3COO)3:xH20¢s)
(Equacéo 2)
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3.4.3
Sintese de nanoparticulas de 6xido de gadolinio dopado com ion
lantanideo pela técnica sol-gel assistida por PVA

Primeiramente, misturou-se, em um cadinho de porcelana, 0,2 g de
Gd(Z)3-xH20 (onde Z =Cl ou OAc e x=6 ou 7) com 0,002 g de Ln(Z)3-xH20
(onde Ln = Eu, Th, Tm, Sm), acrescentando-se 2,0 mL de &gua. Em
seguida, adicionou-se 1,0 mL de solugdo de PVA 10% (p/v), e
homogeneizou-se. Deixou-se entdo esta solucao sob agitacdo constante e
a temperatura ambiente por 30 min. Apés, colocou-se na estufa a 100 °C
por 24h, depois deixou-se por mais 5h a 200 °C e, por fim, calcinou-se em
uma mufla a diferentes temperaturas (500 °C, 750 °C e 1000 °C) e em
diferentes tempos (3h e 5h). Foi obtido um sélido branco, que foi reservado

para analises posteriores (SOBRAL et al., 2016 - Adaptada).

Um fluxograma resumido dessa sintese encontra-se presente na

Figura 6 a sequir.

Gd(Z)3.xH,0 0,1 g/mL

Ln(Z);.xH,0 0,001 g/mL
; 1)1000°C  3h
30 min 100°C 200°C N ) NPs de
+ 24h 5h 2)750°C 5h  Gd,04:Ln3*
3) 500°C

Solugdo aquosa de PVA 10% — (Ln = Sm, Tm, Eu, Tb)

Z=Clou OAc

Xx=6ou7

Figura 6: Fluxograma da metodologia de sintese sol-gel assistida por PVA.

Também foi feito um fluxograma de todas as nanoparticulas obtidas a
partir desta sintese (Figura 7). Com excecdo das nanoparticulas de
Gd203:Eu®* da sintese a partir do acetato como sal precursor, que tiveram
diferentes tempos e temperaturas de calcinagao, todas as outras foram
calcinadas a 1000 °C por 5h.
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— Gd203Eu®
Cloreto como Gd202:Sm**
sal precursor Gdz0a T
L—— Gd202:Tm**
—— Gd202 Eu
Acetat
cetato como ettt

sal precursor

L—— Gd202:Eu®** Sm?*
* Calcinadas por 3he Sha
500 °C, 750 °C e 1000 °C

Figura 7: Fluxograma das nanoparticulas obtidas a partir da sintese sol-gel

assistida por PVA.

Estas sinteses apresentaram rendimentos na faixa de 80-95%.

3.4.4
Sintese de nanoparticulas de 6xido de gadolinio dopado com eurdpio
pela metodologia one-pot

Primeiramente, pesou-se 0,3 g de Gd(Cl)3-xH20 (onde x =6 ou 7) e
0,003 g de Eu(Clhs-xH20 em um béquer, adicionando-se 20 mL de
trietilenoglicol (TEG). Deixou-se sob agitacdo a 40 °C até que todo o sal
dissolvesse. Paralelamente, misturou-se, em outro béquer, 120 mg de
NaOH com 10 mL de trietilenoglicol, e esta reacdo também permaneceu
sob agitacdo a 40 °C até que todo o hidréxido de sodio solubilizasse. Apés,
ambas as solu¢bes foram misturadas, obtendo-se uma solug¢éo Unica de
coloracdo amarelada caracteristica do trietilenoglicol, e a reacao
permaneceu sob agitacdo a 80 °C por mais 2h. Em seguida, adicionou-se
3,5 mL de H202, sendo possivel observar a liberacdo de bolhas e a
formacado de uma suspenséo leitosa. Esta, se manteve por mais 2h. Apos,
acrescentou-se 32 mg de dextrana e nao se observou nenhuma mudanca
na reacdo. Apos 12h, se obteve uma suspensdo de nanoparticulas, que
foram posteriormente isoladas. Prieiramente, a suspensao foi lavada com
cerca de 300 mL de etanol e deixada em repouso por, aproximadamente,
uma semana até que todas as nanoparticulas decantassem. A solucao

sobrenadante entédo foi descartada e este procedimento foi repetido por
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mais duas vezes. Por fim, ap6s a solucdo sobrenadante ter sido
descartada, as nanoparticulas remanescentes ficaram em forma de gel.
Elas entdo foram guardadas em um dessecador a vacuo até que secassem
por completo. No final, foram obtidas nanoparticulas do tipo Gd20s:Eu*, na
forma de um solido amarelado (XU et al., 2016).

O fluxograma resumido desta sintese encontra-se presente na Figura

8.
NPs de
(Sdz()a:Eu3Jr
(a serem
isoladas)
NaOH (120 mg) + Trietilenoglicol (10 mL)
GdCl,.xH,0 (0,3 g) ‘ Dissolve, 40°C
EuCl,.xH,0 (0,003 g)
x=6out H,0,(3,5mL) Dext 32
,0 M extrana m
Dissolve, 40°C 202 ( ), (32 mg)
¥ Agitacéo, 80°C, 2h 2h 12h
Trietilenoglicol (20 mL)
Figura 8: Fluxograma da metodologia de sintese one-pot.
Esta sintese apresentou um rendimento de 28%.
3.4.5

Sintese de nanoparticulas de SiO2 com 6xido de gadolinio dopado
com eurdpio, através do método por impregnhacéao

Foram pesados 256 mg de SiO2 em um cadinho de porcelana.
Paralelamente, uma solugéo de Eu(OAc)s-xH20 (x = 6 ou 7) foi preparada,
pesando-se 0,7 mg deste sal e solubilizando-o na menor quantidade
possivel de agua. Em seguida, adicionou-se essa solucdo na silica e
deixou-se esta mistura na estufa a 100 °C até que secasse. ApoOs,
preparou-se uma solugdo de Gd(OAc)s-xH20, pesando-se 70 mg deste sal
e dissolvendo-o0 na menor quantidade possivel de agua, com auxilio de um
banho ultrassénico. Depois, adicionou-se um pouco desta solu¢éo na silica
ja contendo o ion eurdpio, e deixou-se secar nhovamente na estufa. Este
processo foi repetido quatro vezes, até que toda a solucdo do sal de

gadolinio terminasse e a mistura se encontrasse totalmente seca. O
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material obtido foi levado para a mufla por 1h a 200 °C, apds, a 400 °C
também por 1h e, entdo, a 500 °C por mais 1h. Por fim, calcinou-se a 600 °C

por 3h, obtendo-se um solido branco.

Um fluxograma desta sintese encontra-se resumido na Figura 9

abaixo.

256 mg de SiO, + Solugdo de
Eu(Ac);.xH,0 (0,7 mg em H,0)

(x=6o0u7) .
100°C

Solugao de Gd(Ac);.xH,0
(70 mg em H,0)

100°C
200°C 400“0> 500°C 600°C NPs de
1h 1h 1h 3h  Si0,-Gd,05:Eu®

Figura 9: Fluxograma da sintese do método por impregnacao.

Além desta sintese utilizando-se eurdpio na concentracdo de 1% em
relacdo ao gadolinio, também foram realizadas outras duas sinteses
semelhantes, porém com eurdpio nas concentracfes de 3% e 5% em

relacdo ao gadolinio.

Sendo assim, ao final desta sintese, foram obtidas as seguintes
nanoparticulas: SiO2-Gd203:Eu*(1%), SiO2-Gd203:Eu®*(3%) e SiO2-
Gd203:Eu®*(5%).

Essas sinteses apresentaram um rendimento médio de 95%.

3.4.6
Sintese de nanoparticulas de SiO2 com 6xido de gadolinio dopado
com eurdpio, através do método por ultrassom

Nesta sintese, primeiramente, a silica foi aquecida a 300 °C na mufla.
Apos, foi pesada 456 mg desta e transferida para um béquer, adicionando-
se, em seguida, uma solucdo de Eu(OAc)s-xH20 (x = 6 ou 7), contendo 1,3
mg deste sal solubilizado em uma quantidade minima de agua. Deixou-se

esta reacdo sob agitacdo por 20 min e, em seguida, uma solucado de
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Gd(OAc)3-xH20, contendo 120 mg deste sal também dissolvido em uma
guantidade minima de agua foi preparada com auxilio de um banho
ultrassoénico. Esta solucédo foi adicionada a mistura de 6xido de silicio
contendo ions eurdpios. A reacao ficou sob agitacdo por 10 min, sendo
levada para um processador ultrassénico, com 70% de forga por 5 min e
depois por mais 5 min nesta mesma forga, com vibracao. Por fim, transferiu-
se 0 material obtido para uma placa de Petri e deixou-se secando a
temperatura ambiente por 5 dias. Foi formado um produto na forma de gel,
que foi levado a estufa a 100 °C por 1h, até que o material ficasse
completamente seco. Em seguida, esse foi levado para a mufla por 1h a
200 °C, depois a 400 °C também por 1h e, entdo, a 500 °C por mais 1h. No
final, foi calcinado a 600 °C por 3h, no qual nanoparticulas do tipo SiO2-

Gd203:Eu®* foram obtidas na forma de um pé branco.

Um fluxograma desta sintese encontra-se resumido na Figura 10.

Sio,
JBOO’C
456 mg de SiO, + solugdo de
Eu(Ac);.xH,0 (1,3 mg em H,0)
JAgitagéo por 20 min

Solugéo de Gd(Ac);.xH,O
(120 mg em H,0)

lAgita@éo por 10 min

Processador Ultrassénico
‘ Secar por 5 dias
(t.a.)
NPs de §OO°C §OO"C 400°C 200°C
Si0,-Gd,05:Eu?*  3h 1h 1h 1h

Figura 10: Fluxograma da sintese do método por ultrassom.

Essa sintese apresentou um rendimento de 91%.
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3.4.7
Encapsulamento das nanoparticulas obtidas pela sintese sol-gel
assistida por PVA

Pesou-se 25 mg das nanoparticulas de Gd20z:Eu®* obtidas a partir da
sintese sol-gel, calcinadas a 1000 °C por 5h, tendo-se o acetato como sal
precursor. Em seguida, estas NPs foram dispersas em 5,0 mL de
cloroférmio e, paralelamente, solubilizou-se 0,5 mg de PCL em 5,0 mL de
cloroférmio. Ambas as suspensdes ficaram em um banho ultrassénico até
gue os reagentes fossem dispersos. Em seguida, elas foram misturadas e
permaneceram no banho por mais alguns minutos. Apés, colocou-se 10,0
mL de uma solu¢gdo de PVA 0,5%, previamente preparada, em um
processador ultrassbnico, adicionando-se a esta, a solucdo de
nanoparticulas com PCL preparadas anteriormente. Deixou-se essa
mistura por mais 10 min no processador ultrassénico e, por fim, evaporou-
se todo o cloroférmio em um rotaevaporador, restando as NPs
encapsuladas com PCL, em agua. Estas foram centrifugadas e lavadas
com agua por mais trés vezes. O sobrenadante foi entdo descartado e o
produto formado foi reservado para secagem. No final, foram obtidas
nanoparticulas de Gd203:Eu®* encapsuladas.

O fluxograma desse encapsulamento esta presente na Figura 11.

NPs de
Gd,04:Eu?*

encapsuladas

.

10 mL de solugdo PVA 0,5%
25 mg de Gd,05:Eu’*

em 5,0 mL de CHCI; Ultrassom
1) Rotaevaporador
+ Ultrassom : 7) otaevapor . w
10 min 2) Centrifuga (H,0)
2
0,5 mg de PCL em

5,0 mL de CHCl,

Figura 11: Fluxograma do encapsulamento das nanoparticulas obtidas a partir da

sintese sol-gel assistida por PVA.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1721758/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1721758/CA

59

3.5
Estudo de Atividade Citotoxica

O estudo de atividade citotoxica das nanoparticulas foi realizado no
IOC/Fiocruz, pela pesquisadora Edith Alejandra Carrefio Mendivelso, no
Laboratério de Comunicacdo Celular (LCC) coordenado pelo Dr. Luiz

Anastécio Alves, em uma parceria com 0 nosso projeto.

351
Cultura Celular

A linhagem celular de glioblastoma de camundongo GL261 foi
cultivada em meio DMEM (Dulbecco Modified Eagle Médium)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), penicilina 100 U.mL™
e 100 ug.mL™? de estreptomicina, e incubadas a 37 °C e 5% de COg,
conforme as recomendacdes da ATCC. Para 0s experimentos, as células
foram previamente cultivadas em placas de 96 pogos (Grenier) na
quantidade de 1x10* e assim mantidas por 48h antes de cada ensaio (5%
de CO:za 37 °C). A padronizagdo das condi¢des experimentais do ensaio

de MTT foi previamente definida para a linhagem celular GL261.

3.5.2
Avaliacdo de citotoxicidade pelo método de reducdo do MTT

Para a avaliagdo da citotoxicidade, as células (1x10* por pogo) foram
incubadas (37 °C e 5% CO2) em estufa durante 24h, com diferentes
concentracGes das nanoparticulas (10 até 500 pg.mL™) de Gd20s:Eu®*
obtidas a partir da sintese sol-gel e calcinadas a 1000 °C por 5h, tendo-se
0 acetato como sal precursor. Depois deste tempo, as células foram
lavadas 3 vezes com PBS para eliminar qualquer residuo de
nanoparticulas. Em seguida, o meio foi trocado (180 pL), adicionando-se
20 pL de sal MTT (5 mg.mL™, Sigma®), e entdo as células foram
novamente incubadas por mais 3h. Apos, o meio foi removido, e adicionou-

se 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma®) para solubilizagdo dos
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cristais de formazan! formados. A absorbancia foi medida no leitor de
placas (Spectramax) a 570 nm. Os experimentos foram realizados em
quadruplicada (n=12). Células sem tratamento foram utilizadas como
branco, e como controle positivo de morte foi usado Triton-X a 0,4%. O
calculo da viabilidade celular foi feito, como descrito por RISS et al., 2004-
2013: % Viabilidade = (Abs. Tratamento / Média Abs. Células sem

Tratamento) x 100.

3.5.3
Analise Estatistica

Todos os dados foram expressos, em um grafico, através da média
aritmética + SEM (erro padrédo). Antes de se iniciar os testes de inferéncia
estatistica, foi verificado se a amostra descrevia uma distribuicdo normal
com o teste de D’Agostino-Pearson, seguido do teste de Bartlett para
estabelecer a homogeneidade das variancias. Assim sendo, para avaliar a
diferenca entre os tratamentos, foi aplicado o teste ndo paramétrico,
Kruskal-Wallis, seguido do teste de comparacdo multipla de Dunn. Os
testes utilizados também foram indicados na legenda das figuras. O nivel
de significaAncia adotado foi (alfa) de 5 % (P < 0.05), e todos os testes
utilizados séo bicaudais. Os gréficos e testes foram realizados com o
programa GraphPad PRISM 7 (San Diego, California, USA).

1 Produtos cromogénicos formados a partir da reducéo de sais triazolio por enzimas, utilizados como

referéncia em ensaios de viabilidade celular.
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Resultados e discussao

4.1
Obtencao dos sais de elementos terras raras

Como os Oxidos de terras raras sao pouco sollveis, é mais viavel que
0s reagentes se encontrem na forma de sais. Sendo assim, as sinteses das
nanoparticulas séo feitas a partir dos sais destes elementos. Entéo, tanto
os cloretos quanto os acetatos dos elementos terras raras - TRClz-xH20 e
TR(OAC)3-xH20, onde x = 6 ou 7 - s@o obtidos a partir dos 6xidos destes
elementos (TR203), para a posterior realizagdo das sinteses das

nanoparticulas.

4.2
Obtencao das nanoparticulas de 6xido de terras raras

Foram feitas diferentes sinteses a fim de se avaliar a mais viavel para
o trabalho aqui proposto, assim como o nanomaterial mais adequado. Além
de uma boa uniformidade e tamanhos por volta de 10-200 nm, era
desejado um material com boa estabilidade e dispersdo em solugéo
aquosa. Isto é importante, pois, nanoparticulas muito pequenas sao
depuradas muito rapidamente do organismo enquanto nanoparticulas
maiores sao depuradas mais lentamente, podendo se acumular de forma
ndo desejavel no organismo. Nanoparticulas pouco estaveis também
podem se acumular fora do local especifico e provocar efeitos colaterais
durante o tratamento da terapa fotodindmica. Entretanto, para garantir as
propriedades desejadas e se ter um controle destas, apenas com a

realizacdo de testes in vivo.

Além destes fatores, também era importante que as nanoparticulas
obtidas apresentassem um espectro de emissao compativel com o de

absorcao do azul de metileno, fotossensibilziador a ser utilizado.
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A partir disto, foram definidos pardmetros de sinteses a serem
considerados, levando em conta o trabalho aqui proposto. Estes,

encontram-se presente na Tabela 1.

Tabela 1: Critérios comparativos utilizados para a(s) escolha(s) das

sinteses realizadas.

Parametros Propriedade Desejada

o Compativel com o espectro de
Espectro de emissao .
absorcao do AM

Tamanho das NPs 10 — 200 nm
Distribuigdo de tamanho Homogénea e uniforme
Material organico Eliminacao total
Dispersabilidade Boa em meio aquoso
Estabilidade N&o se aglomerar/precipitar

Desta forma, foram realizadas 4 diferentes metodologias de sintese,
de modo a se obter nanoparticulas de 6xido de gadolinio dopado com

diferentes ions lantanideos.

A primeira, sintese sol-gel, € uma metodologia muito utilizada para a
obtencdo de matérias inorganicos, em que ha a transformacdo de uma
suspenséo coloidal de um sistema sol (solido disperso em um liquido) para
um sistema gel (liquido disperso em um solido). Neste trabalho, ela foi
assistida por uma solucdo de PVA, que foi utilizado na etapa de
polimerizacao.

Também foi feita a sintese one-pot, isto €, uma sintese que ocorre em
uma unica etapa. Nela, a medida que os intermediarios sdo sendo
formados, eles sofrem uma série de reacdes quimicas sucessivas, reagindo
entre si, para formar o produto final. Essa € uma estratégia utilizada para
melhorar a eficiéncia de uma reacéo, uma vez que se tem uma diminuicdo
do numero de etapas reacionais e menos residuos sao gerados no
processo. Além disso, foi-se utilizada a dextrana, um polimero formado por
moléculas de glicose, com o intuito de se inibir a agregacdo das NP,

tornando-as mais hidrofilicas.
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As sinteses contendo SiO2 foram realizadas com o objetivo de se
incorporar o Gd203 na matriz do mesmo. Isto também foi feito para tentar
melhorar a estabilidade e a dispersdo das nanoparticulas, uma vez que a
silica apresenta maior afinidade com a 4gua. A sintese por impregnacao
recebe este nome, pois, o gadolinio vai sendo incorporado, isto €,
impregnado, aos poucos na matriz da silica, para garantir que sua
distribuicdo seja uniforme ao longo da mesma. Ja a sintese por ultrassom
foi feita com o auxilio de um processador ultrassdnico para garantir a boa
dispersdo dos reagentes e aumentar a eficiéncia da reacdo. Para essas
sinteses, as massas foram calculadas para se obter, no final, 10% de

Gd203 em relagéo ao SiOo.

Nota-se que em todas as sinteses o eurdpio foi utilizado na proporcéo
de 1% em relacdo ao gadolinio. Na sintese por impregnacédo, a fins de
comparacao, também foi utilizado eur6épio como dopante nas
concentracdes de 3% e 5%, uma vez que, nesta sintese, a propor¢cado de
ions eurdpio na amostra é consideravelmente menor. Sendo assim, é
importante se avaliar o efeito da Iluminescéncia com diferentes

porcentagens de ions eurdpios para essa amostra.

Além destas sinteses mencionadas, também decidiu-se encapsular
as nanoparticulas obtidas na sintese sol-gel, calcinadas a 1000 °C por 5h,
a partir do acetato como sal precursor. Isto também foi feito com o objetivo

de tentar melhorar a dispersédo deste material, e manté-lo mais uniforme.

Um resumo dessas sinteses, encontra-se presente na Tabela 2.
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Tabela 2:

nanoparticulas.

Resumo das sinteses

realizadas

64

para obtencdo das

Sintese Reagentes Produtos
Gd(Z)3.xH20
(Z = Cl ou OAc)
Sol-gel Ln(Z)3.xH20 NPs de Gd203:Ln3*
(Ln = Eu, Sm, Th, Tm)
PVA 10%
GdCl3.xH20
EuCl3.xH20
NPs de Gd203:Eu3*
TEG
One-pot recobertas com
NaOH
dextrana
H20:2
Dextrana
SiO2-
. Gd203:Eu®*(1%)
SiO2 )
| 4 Eu(AC)s.xH20 S102
mpregnacao U(AC)3.XH2
pregnag Gd203:Eu®*(3%)
Gd(Ac)s3.xH20 _
SiO2-
Gd203:Eu®*(5%)
SiO2 _
SiO2-
Ultrassom Eu(Ac)s.xH20
Gd203:Eu®*(1%)
Gd(Ac)s.xH20

Encapsulamento

NPs de Gd20s:Eu3*
PCL
PVA 0,5%
CHCI3

NPs de Gd203:Eus3*

encapsuladas

As nanoparticulas sintetizadas foram submetidas a uma lampada de

UV-A, no comprimento de onda de 365 nm. As imagens obtidas encontram-

se no Apéndice A (Figuras A.1-A.6).
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4.3
Caracterizacéo das nanoparticulas de 6xido de terras raras

4.3.1
Estudos de Fotoluminescéncia

431.1
Espectroscopia de Fotoluminescéncia (Excitagdo Total, Excitacao e
Emisséao)

Primeiramente, para se conhecer o bandgap? das nanoparticulas

sintetizadas, foi realizada a analise de excitagdo total destes materiais,

utilizando-se luz Sincroton como fonte de excitacao.

As medidas foram feitas para as nanoparticulas de 6xido de gadolinio
dopado com diferentes ions lantanideos (Eu, Tb, Sm e Tm), obtidas a partir
da sintese sol-gel, tendo-se o cloreto como sal precursor. Os espectros de

excitagdo obtidos encontram-se na Figura 12 a seguir.

100

7 N\ Eu
/’/ Tb
) Sm
804 i/ A\ Tm
| = \ P
- N
C { N
= 604 / b
[}
3 /
S \
o 404 ‘
C
[} )
i) 4
< /
204 / /
/ /
/
0 - T y 3 T T T T 1
45 50 55 6,0 6.5 7.0 75 8,0
Energia (eV)

Figura 12: Espectros de excitacdo total observados para as nanoparticulas

obtidas a partir da sintese sol-gel.

Nesta técnica, se mede a corrente de um fotomultiplicador, que

recebe toda a emisséo do material em funcdo da energia de excitagao.

2 Faixa de energia entre a banda de valéncia e a banda de conduc&o dos elétrons de um material

no estado sdlido. Em portugués, também é conhecida como “banda proibida”.
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A partir destes resultados, observa-se que o bandgap destas
nanoparticulas é de cerca de 5,25 eV, energia equivalente a uma irradiacao
eletromagnética de comprimento de onda 236,2 nm. Desta forma, qualquer
luminescéncia proveniente de uma excitagdo com energia superior a esse
valor é considerada cintilante. Além disso, nota-se que o bandgap deste
material depende apenas da matriz de 6xido de gadolinio, uma vez que,
mesmo com ion dopantes diferentes, todos as amostras apresentaram

praticamente o mesmo valor.

A partir disso, foram feitos os espectros de excitacdo e emisséo
destas nanoparticulas, que se encontra presentes na Figura 13 a sequir.
Estas medidas foram feitas para se determinar o material com o espectro
de emissdo mais compativel com o de absor¢cdo do azul de metileno,

fotossensibilizador a ser utilizado nestre trabalho.

O AM foi escolhio pois, além de ser um corante barato, apresenta
poucos efeitos colaterais e baixa toxicidade. Além disso, ja existem estudos
relacionados com sua atuacdo na TFD, se mostrando bastante promissor

no tratamento de diversas doencas (TARDIVO et al., 2005).

Escolheu-se, entdo, uma faixa (4,5-8,0 eV) para a medida de
excitacdo que abrangesse o valor de 5,25 eV encontrado acima. Também

foi utilizada luz Sincroton como fonte de excitacao.
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Figura 13: Espectros de excitacdo e emissdo das nanoparticulas obtidas na

sintese sol-gel.

E possivel observar que a nanoparticulas de 6xido de gadolinio
dopado com ions samario apresentaram o espectro mais compativel com
o do azul de metileno (que possui sua banda de absorcéo mais intensa em
664 nm — Figura 14), com duas bandas de emissao intensas entre 600 e
700 nm.

As nanoparticulas com ions eurdpio, além de se mostraram
adequadas para a sensibilizacdo com o azul de metileno (com intensa
banda de emissdo por volta de 600 nm), também apresentaram maior

intensidade de emissao.
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Figura 14: Espectro de absorcdo do corante azul de metileno. (FONTE:
SCHIAVO; PEREZ; KUBOTA, 2000 - Adaptada).

O material contendo térbio como ions dopantes apresentou sua banda
de maior intensidade abaixo de 600 nm, ndo se mostrando adequado para
a funcionalizacdo com o azul de metileno. J4 as nanoparticulas contendo
ions tulio aparentam estar contaminadas com ions eurdpio, pois, além de
ser possivel observar um espectro bastante similar com o de eurdpio na
regido de 550 a 700 nm, sabe-se que o tulio apresenta bandas de emisséo
caracteristicas por volta de 480 nm, 650 nm e 780 nm (GUEDES et al.,
2011). Esta contaminacado pode ter ocorrido tanto durante a preparacao das

nanoparticulas, tanto quanto durante a prépria realizacdo da medida.

Sendo assim, entre 0os materiais cintilantes baseados em elementos
terras raras, a combinacdo de Gadolinio-Eurépio e Gadolinio-Samario
como matriz-dopantes foram consideradas as melhores. Isto se deve ao
fato de que as transicdes energéticas emissoras do Gd3* podem se acoplar
ressonantemente com os estados excitados dos ions Eu®* e Sm3,

resultando em um alto rendimento quantico de emissdo vermelha
(KAMKAEW et al., 2016).

Vale ressaltar que as escolhas dos materiais luminescentes levaram
em conta o FS a ser aqui utilizado, assim, caso outro FS tivesse sido

escolhido, o uso de outros materiais poderia ser mais adequado.
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A patrtir disso, levando-se em conta o parametro referente ao espectro
de emissdo do material obtido presente na Tabela 1 (item 4.2), as
nanoparticulas de 6xido de gadolinio dopado com os ions Tm3* e Th3*

foram descartadas.

Assim, foram feitos novos espectros de excitacdo e emissao apenas
das nanoparticulas de Gd203:Eu®*, Gd203:Sm3* e Gd203:Eu?*,Sm3* obtidas
a partir da sintese sol-gel (calcinadas a 1000 °C por 5h), porém, agora,
tendo-se o acetato como sal precursor. Eles foram feitos com o objetivo de
se caracterizar esses materiais, confirmando as transicfes caracteristicas
dos fons Eu®* e Sm3* nos espectros de excitacdo e emissdo, importantes
para a posterior funcionalizagdo com o azul de metileno. Estes espectros
foram registrados a temperatura ambiente, utilizando-se uma lampada de

Xe como fonte de excitacao.

Na Figura 15 abaixo, observa-se o espectro de excitacdo das
nanoparticulas de Gd20s:Eu3*. Ele foi obtido em um comprimento de onda

de emissédo de 610 nm, referente a transicdo °Do — ’F2 do ion eurdpio.

Aem. =610 nm
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Figura 15: Espectro de excitacdo das nanoparticulas de Gd.Os:Eu®* obtidas na

sintese sol-gel.

Observa-se uma larga banda de absor¢cdo em 260 nm, referente a
transicdo TCLM (Transferéncia de Carga Ligante-Metal) do O?™ (2p) para o
fon Eudt (4f%) (TCLM 0% — Eu®Y). As transicdes 8S72 — Slwpa2,172,

referentes aos ions de Gd3*, se sobrepéem com a TCLM e aparecem como
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um ombro por volta de 280 nm. Em 313 nm, a banda observada é
decorrente de transicdes eletrdnicas do ion Gd3*, mais especificamente,
das transicdes 8S72 — ®P72,512,32. As bandas de absorcdo em 467 nm e 536
nm sdo atribuidas as transicdes ‘Fo — °D2 e "Fo,1 — °D1, respectivamente,
do fon Eu®*, caracteristicas de espectros de excitacdo de materiais do tipo
TR203:Eu®* (SILVA et al., 2015).

Aem. =646 nm
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Figura 16: Espectro de excitacdo das nanoparticulas de Gd.O3s:Sm?* obtidas na

sintese sol-gel.

N&o foi possivel observar nenhuma banda bem definida no espectro
de excitagdo das nanoparticulas com ions Sm3* (Figura 16). O espectro foi
obtido em um comprimento de onda de emissdo de 646 nm, referente a
transicdo *Gs/2 — 8Hoy2 caracteristica do ion Sm3* (HERRMANN et al., 2013;
KAI, 2009). Acredita-se que, como a luminescéncia do samario é bem
menos intensa que a do eurdpio, seria necessario aumentar a concentracao
do mesmo para se obter um bom espectro. Nota-se que na medida feita
com nanoparticulas de Gd203 dopado com ions Sm3* na mesma
concentracdo, obtidas a partir da sintese sol-gel (calcinadas a 1000 °C por
5h), porém, tendo-se o cloreto como sal precursor, foi possivel observar um
espectro caracteristico do ion samario. Isto porque, naquela medida, a
fonte de excitacao utilizada era proveniente de uma fonte de luz Sinctroton,

mais intensa que a da lampada de Xe aqui utilizada.
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Aem. =610 nm

I e B
150 200 250 300 350 400 450 500 550 €00

Comprimento de onda (nm)

Figura 17: Espectro de excitagdo das nanoparticulas de Gd.Os:Eu®*,Sm** obtidas

na sintese sol-gel.

Nota-se que o0 espectro de excitacdo das nanoparticulas contendo
ions eurdpio e samario (Figura 17) € bastante similar ao das nanopatrticulas
com ion eurépio, apenas (Figura 15). Isto j& era esperado devido a alta
intensidade de absor¢cdo do ion eurépio. Novamente, se observam todas

as transicdes caracteristicas dos ions Eus* e Gd®*.

A partir disso, foram obtidos os espectros de emissdo dessas
nanoparticulas, registrados a temperatura ambiente. Na Figura 18 observa-
se o espectro das nanoparticulas de Gd20s:Eu®*, com excitacdo em um
comprimento de onda de 260 nm, referente a transicdo TCLM do O?" para
o0 fon Eu®* (SILVA et al., 2015).
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Aex. =260 nm
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Figura 18: Espectro de emissdo de fotoluminescéncia das nanoparticulas de

Gd,0s:Eu®* obtidas na sintese sol-gel.

Neste espectro, € possivel observar as bandas de emissdo bem
definidas e caracteristicas do ion europio. Todas essas transicdes
comecam a partir do estado °Do, uma vez que transi¢ées de estados mais
excitados como °Di1, °D2 e °D3 sdo muito menos comuns (BINNEMANS,
2015). Mais especificamente, as bandas observadas sao referentes as
transicoes °Do— ‘Fi(J = 0 a 4) do ion eurépio. Essas transicdes sdo: °Do
— "Fo (580 nm), °Do — "F1 (591 nm), Do — "F2 (610 nm), °Do — ’F3 (649
nm) e °Do — ’F4 (707 nm), e se encontram destacadas na Figura 18. As
transigoes °Do — 'Fs e °Do — ’Fs ndo sdo observadas, pois caem na regido
do infravermelho. Além disso, as intensidades dessas transicées sao muito
baixas (BINNEMANS, 2015).

Espectros de fotoluminescéncia de complexos contendo eurdpio
apresentam picos de emissao similares (BINNEMANS, 2015), assim como
outros nanomateriais de oxido de gadolinio dopados com ions europio.
(DHANANJAYA, 2014).
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Aex. =240 nm
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Figura 19: Espectro de emissdo de fotoluminescéncia das nanoparticulas de

Gd,03:Sm?* obtidas na sintese sol-gel.

As nanoparticulas de Gd203:Sm3 foram excitadas em um
comprimento de onda de 240 nm, onde foi identificada a banda de maior
intensidade de absorc&o no espectro de excita¢do. E possivel observar que
0 espectro de emissdo das nanoparticulas dopada com samario (Figura 19)
também n&o apresentou nenhuma banda bem definida. A baixa intensidade
das bandas de emissdo, tanto das de excitacdo, se deve a fonte de
excitacdo, como mencionado, uma lampada de Xe de 150 W, que nao
possui bom desempenho em comprimentos de ondas menores. E possivel
notar, entretanto, a banda referente a transicéo “Gs;2 — ®Hs/2 do ion samario
em 560 nm. Nao foi possivel notar a banda por volta de 600 nm referente a
transicdo “Gs2 — 8H72 caracteristica deste fon e nem a banda na regido de
646 nm (HERRMANN et al., 2013).
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Aex. =260 nm
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Figura 20: Espectro de emissdo de fotoluminescéncia das nanoparticulas de

Gd,03:Eu®*,Sm?* obtidas na sintese sol-gel.

Como esperado, no espectro de emissdo das nhanoparticulas
contendo os ions eurdpio e samario (Figura 20), observa-se um espectro
muito similar ao das NPs contendo apenas o ion eurépio (Figura 18). Isto
porque, como mencionado, a intensidade de luminescéncia do ion eurépio
€ muito maior que a do samario. Além disso, as bandas de emissdo do ion
samario ndo foram observadas no seu espectro, com excec¢do da banda
em 560 nm, que também pode ser notada aqui (HERRMANN et al., 2013).

Em seguida, também foram feitos os espectros de emissdo de
fotoluminescéncia das nanoparticulas de SiO2-Gd203:Eu®* obtidas a partir
das sinteses por impregnacdo e por ultrassom, e estes encontram-se
presentes na Figura 21. Todos foram registrados a temperatura ambiente,
em uma faixa espectral de 550 nm a 720 nm, com excitagdo em um

comprimento de onda de 260 nm.
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Figura 21: Espectros de emissdo de fotoluminescéncia das nanoparticulas de
SiO,-Gd.03:Eu®" obtidas nas sinteses por impregnacdo em diferentes

concentracdes de ion eurdpio, e na sintese por ultrassom.

Em todos os espectros de emissédo das nanopatrticulas, observa-se a
banda mais intensa caracteristica do ion europio em 610 nm. Como neste
material 0s ions eurGpio se encontram presentes em menor proporcao, as
outras bandas de absorcédo referentes a esse ion tornam-se muito pouco
intensas para serem observadas. E, como imaginado, ndo se observou

nenhuma banda de absorcédo no espectro do SiO2 puro.

Comparando-se 0s espectros das nanoparticulas obtidas pelos
métodos de sinteses por impregnacdo e por ultrassom, ambas com ions
eurdpio na concentracdo de 1%, observa-se que as bandas de emissao
das nanoparticulas obtidas pelo método da impregnacao foram muito mais
intensos. Ao se aumentar a concentracéo do ion eurdpio nesta sintese para
3%, nota-se aumento na intensidade do sinal do espectro. Entretanto,
aumentando-se anda mais a concentracdo do ion eurépio para 5%, houve
diminuicdo do sinal (que foi maior que o do ion eurdpio na concentragédo de

1%, porém menor que o de 3%).

Este tipo de comportamento indica que houve o fendmeno de

supressao da luminescéncia induzido pela concentracao.
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O processo de luminescéncia aumenta proporcionalmente com a
concentragdo de ions Eu®*, entretanto, chega um momento em que ha uma
saturacao do sistema, havendo uma supressao na emissao. Isto se deve
ao fato dos ions Eu®* se tornaram muito préximos, favorecendo os
processos de decaimentos n&o radiativos, como a relaxacdo cruzada.
Assim, esses processos se tornam dominantes em relacdo a
luminescéncia, o principal processo de decaimento radiativo dos ions
europios, diminuindo assim a sua eficiéncia (KAI, 2009; PADILHA, 2017).

Apesar das nanoparticulas contendo ions Eu®* na concentracédo de
3% terem sido as mais luminescentes, as analises posteriores referentes
as nanoparticulas de SiO2-Gd20s:Eu* foram feitas, em sua maioria, com
0s ions eurdpio na concentracdo de 1% apenas, por uma questao de

padronizacdo e comparagdo com as nanoparticulas de Gd203:Eu®*.

4.3.1.2
Decaimento de Fotoluminescéncia (Tempo de Vida)

A medida de decaimento de fotoluminescéncia foi feita com o objetivo
de se obter o tempo de vida das nanoparticulas. Ela foi feita para as
nanoparticulas de Gd20s:Eu* obtidas a partir da sintese sol-gel (acetato
precursor, 1000 °C por 5h), e o grafico referente ao decaimento de

fotoluminescéncia pode ser observado na Figura 22 a seguir.
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Figura 22: Grafico do decaimento de fotoluminescéncia das nanoparticulas de

Gd,03:Eu®* obtidas na sintese sol-gel.

Com esta analise, foi possivel determinar que o tempo de vida do nivel
excitado de Eu®* das nanoparticulas analisadas foi 1 = 1,31 ms. Este valor
se encontra presente no grafico como t1. Os dados reportados na literatura
para este mesmo tipo de material sdo similares com o valor aqui encontrado
(SILVA et al., 2015). Neste estudo, realizado com nanoparticulas de
Gd203:Eu®* obtidas a diferentes temperaturas de calcinacdo, foram
reportados valores de tempos de vida variando na faixa de 1,4 ms a 1,7 ms,
aproximadamente. Este resultado evidencia que o material obtido
apresenta comportamento de fotoluminescéncia compativel com o sistema
nanoparticulado proposto. Além disso, o fato de o decaimento exponencial

ser de 12 ordem, indica pureza do material analisado.

4.3.2
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A MEV é uma técnica utilizada para se obter imagens de alta
resolucdo da superficie de uma amostra, podendo-se avaliar a estrutura e
a forma do material produzido. A partir disto, ela foi feita, primeiramente,
para as nanoparticulas obtidas a partir da sintese sol-gel (calcinadas a

1000 °C por 5h), tendo-se tanto os sais de cloreto quanto os sais de acetato
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como precursores. As Figuras 23, 24 e 25 mostram as imagens obtidas por

meio destas analises.

-— 100nm LaMAR 10/31/2017
15.0xV LED TTL WD 6.1mm 16:48:23

Figura 23: Imagens das NPs de Gd.Os:Eu®* obtidas pela sintese sol-gel, a partir

do cloreto como sal precursor.

Figura 24: Imagens das NPs de Gd,O3:Sm?" obtidas pela sintese sol-gel, a partir

do cloreto como sal precursor.

A partir destas imagens é possivel observar que as nanoparticulas
sintetizadas a partir dos sais de cloreto como precursores, tanto as com
ions eurdpio quanto as com ions samario, ndo apresentaram uma

distribuicdo homogénea e nem formatos bem definidos.
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x20,000 15.0xV 12D sEM WD 9.6mm 15:21:27 x50, 000 15.0kV LED SEM WD 10.0mm 12:41:01

Figura 25: Imagens das NPs de Gd:Os:Eu’* obtidas pela sintese sol-gel,

calcinadas a 1000 °C por 5h, a partir do acetato como sal precursor.

Ja as nanoparticulas sintetizadas a partir do sal de acetato como
precursor se mostraram mais uniformes e com distribuicdes de tamanho
mais regulares. Elas apresentaram particulas arredondadas e

homogéneas.

Acredita-se que esta diferenca seja pelo fato do acido acético ser um
acido orgéanico. Assim, durante o processo de calcinacdo, ha primeiro a
evaporacao das moléculas de agua, restando acetato no meio. Desta
maneira, a presenca deste impede que as nanoparticulas se aglomerem
por completo. Com isto, € possivel a formacao de nanoparticulas menores

e mais uniformes.

Apés esses resultados, decidiu-se, entdo, alterar o tempo e as
temperaturas de calcinacao, para estudar como estes poderiam influenciar
na estrutura destas nanoparticulas. Para isto, foram utilizadas as
nanoparticulas obtidas a partir do sal de acetato, uma vez que estas se
mostraram mais uniformes. As Figuras 26, 27 e 28 mostram o resultado

deste estudo.
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100nm LaMAR 8/2/2018 —
SEM WD 10.7mm 11:59:28 x60,000 15.0kV LED

Figura 26: Imagens das NPs de Gd,Os:Eu®* obtidas pela sintese sol-gel,

calcinadas a 500 °C por 5h, a partir do acetato como sal precursor.

Figura 27: Imagens das NPs de Gd.Os:Eu®* obtidas pela sintese sol-gel,

calcinadas a 750 °C por 5h, a partir do acetato como sal precursor.

x50, 000 15.0kV LED

Figura 28: Imagens das NPs de Gd,Os:Eu®* obtidas pela sintese sol-gel,

calcinadas a 1000 °C por 3h, a partir do acetato como sal precursor.

Com estas imagens, foi possivel notar que as nanoparticulas
calcinadas a 500 °C ndo apresentam uma estrutura bem definida. Isso se

deve a temperatura de transformacdo em que o oxido vai da fase amorfa
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para a cristalina. No caso de um o6xido de terra rara, a transformacgéo de
fase depende do método de preparacdo do mesmo, entretanto, o calor de
cristalizacdo tem grande contribuicdo nessa transformacdo. Nanomaterias
de Gd20s reportados na literatura, por exemplo, apresentaram
transformacao da fase amorfa para a fase cubica a uma temperatura mais
baixa que 650 °C (IL'VES et al., 2013). Assim, fica evidente que no método
de sintese utilizado neste trabalho, essa transformacdo ocorre em

temperaturas mais altas que 500 °C.

A uma temperatura de calcinacdo de 750 °C, pode-se notar que as
nanoparticulas aqui sintetizadas apresentam tamanhos e formas bem
definidos, indicando que, nesta temperatura, j& houve a transformacao da
fase amorfa para a fase cubica. Isto mostra a importancia e a influéncia da

temperatura de calcinacao para esses materiais.

Por fim, as nanoparticulas calcinadas a 1000 °C foram as que
apresentaram maior uniformidade e definicdo, mesmo as calcinadas
apenas por 3h. Deve-se levar em conta que o tempo de calcinacdo também
afeta a temperatura para que haja a transformacéo de fases (IL'VES et al.,
2013).

Sendo assim, € possivel concluir que tanto os reagentes utilizados,
assim como o tempo e a temperatura de calcinacdo, sao fatores que
influenciam diretamente na estrutura das nanoparticulas, alterando seu

tamanho e sua uniformidade.

Neste trabalho nota-se, entdo, que as nanoparticulas obtidas na
sintese sol-gel, calcinadas a 1000 °C por 5h, e tendo-se o0 acetato como sal
precursor, apresentaram melhor homogeneidade e uniformidade. Levando-
se entdo esses critérios mencionados na Tabela 1 (item 4.2), as
nanoparticulas obtidas a partir da sintese sol-gel, tendo-se o cloreto como

sal precursor, foram descartadas.

Apods, também foi realizada a MEV das outras nanoparticulas
sintetizadas. Na Figura 29 observa-se as imagens das NPs obtidas a partir

da sintese one-pot.
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Figura 29: Imagens das NPs de Gd.Os:Eu®* obtidas a partir da sintese one-pot.

A partir destas imagens, observa-se que o produto obtido a partir da
sintese one-pot ndo possui forma nem tamanho definidos, sendo apenas
um material aglomerado. Isto provavelmente se deve ao alto peso
molecular da dextrana utilizada. Além disso, o rendimento desta sintese
nao foi satisfatorio. Logo, de acordo com os critérios presentes na Tabela
1 (item 4.2), esta metodologia de sintese também foi descartada.

As andlises de MEV para as nanoparticulas obtidas a partir das

sinteses por impregnacao e por ultrassom encontram-se nas Figuras 30 e

31 a segquir.

- 100ns MAR 4/1

Onm LaMAR 4/11/201

d iOz-Gdan:Eu3+(1% obtidas a partir da sintese

SEM

Figura 30: Iages das NPs
por impregnacao.
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Figura 31: Imagn as Ps d iOZ-Gd203ZEU3+ obtidas
ultrassom.

Nota-se que as NPs obtidas a partir das sinteses contendo silica
apresentam estruturas muito similares. Além disso, elas também

apresentaram boa homogeneidade e tamanhos regulares.

A MEV também foi feita para as nanoparticulas obtidas a partir da
sintese por impregnacdo com ions eurépio dopantes nas concentracdes de
3% e 5%. Entretanto, ndo se notou diferenca nas estruturas destas, nem
entre si e nem em comparacdo com as contendo ions eurdpio na
concentracdo de 1%. As imagens obtidas encontram-se no Apéndice B
(Figuras B.1 e B.2).

Vale ressaltar que a aglomeracdo das amostras também pode estar
relacionada com o método de preparacao das amostras na MEV.

Por fim, realizou-se a MEV das nanoparticulas obtidas a partir da
sintese sol-gel, calcinadas a 1000 °C por 5h, a partir do acetato como sal

precursor, e encapsuladas (Figura 32).
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— 10pm  LaMAR 9/3/2018 — 10pm LaMAR 9/3/2018
x1,000 1.00kV LED SEM WD 9.9mm  14:54:50 x1,000 1.00xV LED SEM WD 10.0mm 15:26:54

Figura 32: Imagens das Ps de Gd.Os:Eu®, obtidas a partir da sintese sol-gel,
encapsuladas.

ApGs o0 encapsulamento, observa-se que as nanoparticulas
apresentaram distribuicdo de tamanho mais homogéneas e formato
arredondado, como desejado. Entretanto, elas deixaram de ser nano,
apresentando tamanhos maiores e entrando na ordem de escala do micro,
0 que ndo é adequado para este trabalho. Sendo assim, a possibilidade de
se encapsular as nanoparticulas também foi descartada, como previsto

pelo critério de tamanho presente na Tabela 1 (item 4.2).

A partir destes resultados obtidos na MEV, as analises posteriores
foram feitas, principalmente, com as nanoparticulas obtidas a partir da
sintese sol-gel (calcinadas a 1000 °C por 5h), a partir do acetato como sal
precursor, e com as nanoparticulas de SiO2-Gd203:Eu®* obtidas a partir dos

métodos de sinteses por impregnacao e por ultrassom.

Sendo assim, realizou-se a técnica de EDS para as seguintes
nanoparticulas: NPs de Gd203:Eu®* obtidas a partir da sintese sol-gel
(acetato precursor, 1000 °C por 5h); NPs de SiO2-Gd203:Eu®*(1%) obtidas
a partir da sintese por impregnacao. Esta é uma técnica utilizada para se
confirmar os elementos quimicos presentes em uma amostra. As imagens
obtidas, assim como um mapa dos elementos presentes nas NPs, se
encontram presente nas Figuras 33—-36.
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Figura 33: Mapa de distribuicdo dos elementos das NPs de Gd,Os:Eu®" obtidas a

partir da sintese sol-gel.

Pelo mapa acima, € possivel observar que ha uma distribuicdo
uniforme e homogénea dos elementos ao longo da estrutura das

nanoparticulas.
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Figura 34: Mapa dos elementos das NPs de Gd,Os:Eu®* obtidas a partir da sintese

sol-gel.

A partir dos resultados apresentados nas imagens acima, observa-se
a presenca dos elementos gadolinio e oxigénio, como esperado. Também
se observa a presenca de silicio, entretanto, este ndo provém da amostra,
mas sim do suporte utilizado para a fixacdo da amostra (silicio
monocristalino). Nao se observou a presenca do elemento eurdpio, uma
vez que este esta presente em uma concentragdo muito baixa, dificiimente

sendo detectado por esta analise. Entretanto, ele aparece na técnica de
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MET realizada posteriormente para esta amostra. A pequena gquantidade
de carbono observada, provavelmente, se deve ao fato do feixe de elétron

utilizado no processo depositar carbono na amostra.

s [ o I

Tum

Figura 35: Mapa de distribuicdo dos elementos das NPs de SiO,-Gd,Os3:Eu®*(1%)

obtidas a partir da sintese por impregnagéo.

Uma distribuicdo uniforme e homogénea dos elementos por toda a

estrutura também é observada nessa amostra.
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Figura 36: Mapa dos elementos das NPs de SiO,-Gd,0s:Eu®*(1%) obtidas a partir

da sintese por impregnacéo.

Analisando-se o0s resultados destas NPs, também se observa a
presenca dos elementos gadolinio e oxigénio. Desta vez, o gadolinio

aparece em concentragdes mais baixas, uma vez que a matriz principal do
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material ndo é mais 0 Gd203, mas sim o0 SiO2. Isto também provocou
aumento da concentracdo do oxigénio. Neste caso, a presenca do silicio
provém da amostra, como esperado, uma vez que, neste caso, 0 suporte
utilizado para fixar a amostra foi uma fita de carbono. Isto justifica o alto
percentual de carbono que aparece nesta amostra. Ja a presenca do cobre
€ explicada pelo stub utilizado no procedimento, que € feito de latdo
(mistura de cobre, zinco, entre outros elementos). Também néo é possivel
detectar a presenca do elemento eurépio nesta amostra, porém,

novamente, ele aparece na técnica de MET posteriormente realizada.

4.3.2
Difracdo de Raios X de P6 (DRX)

A Difracao de Raios X de p6 é uma técnica de determinacao estrutural
utilizada para caracterizar diferentes materiais e que permite a identificacao
de espécies cristalinas e amorfas. A partir dos resulados obtids acima, esta
medida foi feita entdo para as seguintes nanoparticulas: Gd203:Eu3*
obtidas a partir da sintese sol-gel (acetato precursor, 1000 °C por 5h); SiO2-
Gd203:Eu®*(1%) obtidas a partir da sintese por impregnacédo; e SiOz-
Gd203:Eu®* obtida a partir da sintese por ultrassom. Os difratogramas
obtidos encontram-se presentes na Figura 37. Nesta, também se
encontram presentes padrdes de Gd203 e Eu203 em po.
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Figura 37: Difratograma das nanoparticulas obtidas a partir (a) da sintese por
impregnacao e (b) da sintese sol-gel, e dos padrées (c) de Gd.Os e (d) de Euz0s.

Além da similaridade com o padrdo da Figura 37 (c), observa-se no
difratograma da Figura 37 (b) o surgimento de picos em 20,3, 28,8, 33,3,
47,7 e 56,6° referente aos planos de reflexdo (211), (222), (400), (440) e
(622), associados a fase cubica do Gd203. O ndo aparecimento de picos
adicionais indica que se formou uma fase cubica pura (AHREN et al., 2012;
JIANG et al., 2016; TAMRAKAR; BISEN, 2015).

Nota-se também que os padrbes de DRX dos Gd203 e Eu20s3
apresentam pouquissimas diferencas entre si. Isto se deve ao fato de as
estruturas cristalinas e os parametros de rede desses materiais serem

bastante similares, como é possivel observar na Figura 38.

I nnn=

~<TRONTO T

Figura 38: Estruturas cubicas dos oxidos de gadolinio e eurépio, respectivamente.
(FONTE: Base de dados ICSD).
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Além disso, os picos fortes e estreitos indicam que a amostra obtida
apresenta alta cristalinidade. Com isto, podemos concluir que 0 processo
de calcinacdo, além de eliminar o material organico, também permitiu a

formacéo de estruturas cristalinas.

Para a amostras contendo silicio obtida a parir da sintese por
impregnacdao, foi observada uma banda larga e intensa por volta de 20° a
25° gque é caracteristica do SiO2 amorfo (LIANG et al., 2012; ZHANG et al.,
2011). Observa-se também o0s quatro picos caracteristicos do 6xido de
gadolinio, porém alargados e com intensidades reduzidas (ver setas na
Figura 37 (a)). Isto € uma consequéncia da menor concentracdo da fase
cristalina do Gd20Os (apenas 10% em relacdo ao material total) e do
tamanho cristalito reduzido destes 6xidos (quanto menor o tamanho destes,

mais alargados os picos nos difratogramas).

Para a amostra de silicio obtida a partir da sintese por ultrassom,
também foi feita a medida de DRX. No difratograma deste material, que se
encontra no Apéndice C (Figura C.1), nao foi possivel observar os picos da
fase cristalina do Gd20s3, indicando que esta néo foi formada. Logo, este

método de sintese foi descartado para a aplicacdo desejada.

4.3.4
Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)

A partir da técnica de MET, é possivel se obter uma imagem ampliada
e com alta resolucfes da amostra que esta sendo analisada. Muito Util para
se estudar a morfologia de um material, assim como o seu tamanho. Como
a sintese por ultrassom foi descartada no item acima, ela foi realizada
apenas para as nanoparticulas de Gd20z:Eu* obtidas a partir da sintese
sol-gel (acetato precursor, 1000 °C por 5h), e para as nanoparticulas de

SiO2-Gd203:Eu®*(1%) obtidas a partir da sintese por impregnacéo.
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Figura 39: Imagens de MET das NPs de Gd.Os:Eu® obtidas a partir da sintese

sol-gel.

As imagens obtidas a partir da MET mostram que as nanopatrticulas
de Gd20s:Eu®* apresentaram boa dispersdo em solucdo aquosa (Figura
39). Observa-se também que elas se mostraram bastante homogéneas,
com distribuicdo de tamanhos uniformes. Além disso, nota-se que elas

possuem um tamanho médio de aproximadamente 100 nm.

Na Figura 40 abaixo € possivel ver o contorno de grdo dessas
nanoparticulas, mostrando que elas sdo bem delimitadas e definidas.

Figura 40: Imagem de MET em baixo aumento das nanoparticulas de Gd.Os:Eu®*

(esquerda) e imagem de alta resolucéo da regido indicada a esquerda pelo quadro

mostrando os contornos de gréos observados (direita).
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Nestas imagens obtidas a partir da microscopia realizada, também é
possivel notar os planos formados pelas células unitarias do Gd20s3,
indicando que elas sdo altamente cristalinas, corroborando o resultado
obtido através da técnica de DRX. A Figura 41 também evidencia esses

planos.

Figura 41: Imagens de MET em alta resolucé@o das nanoparticulas de Gd.Os:Eu®*.

Para as nanoparticulas de SiO2-Gd203:Eu3*(1%), as imagens de MET
mostraram propriedades interessantes (Figura 42), no qual se observam

bem distintamente o 6xido de silicio do 6xido de gadolinio.

Figura 42: Imagens de MET das nanoparticulas de SiO,-Gd,Os3:Eu®*(1%).

De forma geral, este material também apresentou boa dispersdo em
solucdo aquosa e formas regulares (Figura 42, a esquerda). Além disso, a
a partir destas imagens de MET, é possivel observar que as nanoparticulas
apresentaram dois grupos de formato, um de didmetros menores e outro
de diametro maiores (Figura 42, meio). A Figura 42 a direita mostra uma

colénia de NPs menores, que possuem distribuicdo de tamanho uniforme,
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com didmetro médio < 10 nm. Entretanto, apenas com os resultados de
baixo aumento ndo é possivel identificar as nanoparticulas de 6xido de
gadolinio e de silicio. Assim, imagens de alta resolucdo (HRTEM) foram

feitas e os resultados encontram-se na Figura 43.

Pode-se observar, além da fase cristalina jA comentada do Gd20s, a
fase amorfa caracteristica do SiO2. Na fase amorfa, ndo é possivel
identificar os planos formados pelas células unitarias. Logo, o resultado
mostra que as nanoparticulas menores séo de oxido de gadolinio e maiores

sdo de oxido de silicio. Esses dois tipos de nanoparticulas sdo bem

separados entre si.

Figura 43:. Fases cristalina (esquerda) e amorfa (direita) observadas nas
nanoparticulas de SiO,-Gd.Os:Eu®*(1%).

Por fim, as imagens de transmisséo por varredura (STEM) foram feitas
em campo claro e em campo escuro (HAADF) para se observar nitidamente

o0 contraste entre 0 Gd203 e o0 SiO2 (Figura 44).
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Figura 44: Imagens de campo claro (esquerda) e HAADF em modo de STEM para
as nanoparticulas de SiO2-Gd,O3:Eu*(1%) (direita).

Na imagem de campo claro, observa-se que existem nanoparticulas
escuras menores e umas nanoparticulas maiores de cor cinza. Na imagem
de HAADF, Figura 44 a direita, observa-se que as nanoparticulas menores
séo bastante brilhantes enquanto as maiores ndo. A imagem de HAADF
mostra contraste de numero atémico, em que 0s &tomos mais pesados sao
mais brilhantes. Isto acontece, pois, 0s elementos mais pesados espalham
mais os elétrons. Na nossa amostra, 0s elementos de terras raras sdo mais
pesados que o Si, assim, podemos confirmar que as nanoparticulas
menores e brilhantes sdo de oxido de gadolinio enquanto as nanoparticulas
maiores sao de 6xido de silicio. Ao fundo, nota-se o carbono do suporte

com coloracdo mais escura, sendo este um atomo mais leve que o Si.

Também foi realizada uma andlise da distribuicdo do tamanho das
nanoparticulas de SiO2-Gd203:Eu*(1%). O histograma obtido encontra-se
presente na Figura 45, demonstrando desvio do carater normal de

distribuicdo indicado por ppa-r << 0,05.
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Figura 45: Distribuicdo do tamanho das nanoparticulas de SiO,-Gd,Os3:Eu®*(1%)
obtidas a partir da sintese por impregnacéo.

Isso significa que o tamanho médio das particulas ndo pode ser
calculado simplesmente como a média aritmética dos valores minimo (d =
2.5 nm) e maximo (d = 11.5 nm), assim como todos o0s trés quartis, d2s,
dso € d7s%, SA0 encontrados em uma faixa menor, 3,4, 4,7 e 6,0 nm,

respectivamente.

O mapa dos elementos obtido a partir da técnica de EDS para as

nanoparticulas de Gd203:Eu3* encontra-se na Figura 46 a seguir.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1721758/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1721758/CA

95

Counts

Figura 46: Mapa dos elementos das nanoparticulas de Gd,Os:Eu®".

A partir desse resultado, € possivel confirmar a presenca dos

elementos gadolinio, eurdpio e oxigénio, como esperado.

Também foi feito um mapeamento da distribuicdo dos elementos
presentes nessas nanoparticulas, evidenciando-se a presenca dos
elementos Gd, O e Eu (Figura 47).

Figura 47: Mapa de distribui¢cdo dos elementos Gd, O e Eu, respectivamente, das

NPs de Gd.Os:Eu®* obtidas a partir da sintese sol-gel.

Para as nanoparticulas de SiO2-Gd203:Eu3*(1%), a técnica de EDS
também foi realizada. Devido as quantidades utilizadas na sintese dessas

NPs, o silicio e o oxigénio foram os mais visiveis (Figura 48).
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Figura 48: Mapa de distribuicdo dos elementos Si e O das Nps de SiO-
Gd.03:Eu®*(1%) obtidas a partir da sintese por impregnacao.

Os mapas de distribuicdo dos elementos Gd e Eu encontram-se na

Figura D.1 do Apéndice D.

4.3.5
Espectroscopia de Absorcéo na Regiédo do Infravermelho (FTIR)

A espectroscopia na regido do infravermelho é uma técnica
espectroscopica em que a absorcdo de energia ocorre nesta regido. Ela é
utilizada para a identificacdo de grupos funcionais presentes em uma
amostra, permitindo identificar uma determinada substancia ou sua
composicdo, através das caracteristicas estruturais que a mesma
apresenta. Sendo assim, ela foi, primeiramente, realizada para os sais de
acetato utilizados como precursores na sintese sol-gel das nanoparticulas
(Figura 49).
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Figura 49: Espectro de infravermelho do Gd(OAc)s-xHO utilizado como

precursor.

E possivel notar a sobreposicédo de duas bandas de absorcio em
3357 cm™ e 3246 cm™ referentes a ligacdo O-H, provavelmente de
moléculas de agua livres e complexadas na estrutura (DHANANJAYA et
al., 2014). Também se observam duas bandas em 1696 cm™ e 1596 cm™
referentes ao 8s(H20). A banda em 1545 cm™ é atribuida ao vas(COO~) em
ponte do acetato enquanto a banda em 1455 cm™ é atribuida ao vas(COQO")
tanto em ponte quanto bidentado deste. As bandas em 1414 cm™ e
1354 cm™ sdo referentes aos das(CHs) e 8s(CH3), respectivamente. Ja a
banda em 942 cm™ é referente ao v(C-C). Em 675 cm™ e 610 cm™ estédo
as bandas atribuidas ao 8(O-C-O). Por fim, tem-se em 439 cm™ a banda
referente a ligacdo Ln-O (Ln = Gd, Eu); como Gd e Eu apresentaram massa
atdbmica e energia de ligacdo préximos, a banda referente as ligacdes Gd-
O e Eu-O caem na mesma regidao. Todas essas bandas estao condizentes
com as encontradas para este sal descrito na literatura (AHREN et al.,
2012).

Os espectros dos sais Eu(OAc)s:xH20 e Sm(OAc)s-xH20 séo
bastante parecidos entre si e com o do sal Gd(OAc)s3-xH20, como esperado.

Eles se encontram no Apéndice E (Figuras E.1 e E.2).
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Na Tabela 3, encontram-se resumidas as atribuicdes das principais

bandas desses sais de acetato.

Tabela 3: Atribui¢cdes das principais bandas de 1V dos sais de acetato.

Acetatos Valores de estiramento (v) e dobramento (8) das ligacGes (cm™)
Precursores v(OH) 8s(H20) vas(COO™)  8as/6s(CH3) v(C-C) 8(0O-C-O) *Ln-O

Gd(OAC)3-xH20 | 3357/3246 1969/1596 1545/1455 1414/1354 942 675/610 451
Eu(OAC)s:xH20 | 3356/3249 1697/1596 1547/1456 1416/1356 943 673/612 451
Gd(OAcC)3-xH20 | 3356/3249 1697/1597 1547/1456 1416/1356 943 672/612 451

*Ln = Gd, Eu, Sm

Em seguida, esta mesma técnica foi realizada para as nanoparticulas
obtidas a partir da sintese sol-gel (calcinadas a 1000 °C por 5h), e tendo-
se 0 acetato como sal precursor. O espectro obtido para as nanoparticulas
de Gd203:Eu®* encontra-se presente na Figura 50.
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Figura 50: Espectro de infravermelho das NPs de Gd.Os;:Eu3* obtidas a partir da

sintese sol-gel.

No espectro acima, observam-se apenas duas bandas, uma em 542
cm™ e uma em 436 cm™, que sdo bandas caracteristicas de vibracées Gd-
O (TAMRAKAR; BISEN, 2015). Todavia, como mencionado, bandas
referentes a ligagdo Eu-O também caem nessa regido. Nanomateriais de
Gd203 reportados na literatura também apresentaram uma banda de

absorcéo forte por volta de 540 cm™, relatada como uma banda tipica de
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vibracéo da ligacdo Gd-O. A banda em 436 cm™ apareceu no sal precursor
em 439 cm™ (DHANANJAYA et al., 2014; JIANG et al., 2016). Ndo se
observaram bandas de O-H, indicando que n&o ha presenca de agua nas
nanoparticulas. Também ndo ha evidéncia de nenhum intermediério

organico na amostra.

Os espectros das NPs de Gd203:Sm3" e Gd203:Eu®*,Sm3* obtidas a
partir da sintese sol-gel também foram bastante parecidos com o do
Gd203:Eu®'. Eles apresentaram as bandas caracteristicas da ligacdo Ln-O
em 540 cm™ e 439 cm™, e se encontram presentes no Apéndice E (Figuras
E.3 e E.4).

Os valores de ligagdo dessas bandas encontram-se resumidos na
Tabela 4.

Tabela 4: Valores das bandas referentes a ligagédo Ln-O.

Nanoparticulas Valores de ligagdo (cm™)
(sol-gel) Ln-O
Gd203:Eu®* 542/436
Gd203:Sm3* 540/439
Gd203:Eu®*,Sm3* 540/439

Também foi feita, a fins de comparacdo, a espectroscopia no
infravermelho das NPs de Gd203:Eu®* obtidas a partir da sintese sol-gel
(acetato precursor), calcinadas em diferentes tempos e temperaturas
(Figura 51).
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Figura 51: Espectros de infravermelho das NPs de Gd.Os:Eu®* obtidas a partir da

sintese sol-gel, calcinadas em diferentes tempos e temperaturas.

Neste espectro, é possivel observar a banda em 3410 cm™ referente
a absorcao da H20. Também se observam bandas por volta de 1500-1390
cm~te uma banda em 847 cm™, atribuidas ao anion carbonato (CO3?7), que
se forma ao longo do processo de calcinacdo (AHREN et al., 2012;
DHANANJAYA et al., 2014). Também se observam duas bandas pouco
antes de 3000 cm™ caracteristicas de estiramento CH2 e de estiramento
assimeétrico de grupos CHs, evidenciando os grupos organicos (RUIZ et al.,
2007; ZHANG et al., 2011). Nota-se que as bandas na regido de 1500—

1390 cm™ também foram observadas no espectro da Figura 49 acima.

Assim sendo, a diminuicdo na intensidade e o desaparecimento
dessas bandas de absorcéo conforme se aumenta o tempo e a temperatura
de calcinacdo das nanoparticulas confirmam que a agua e o material
organico sao totalmente eliminados com a calcinacdo. Além disso, esses
resultados corroboraram o encontrado no MEV, de que as nanoparticulas
obtidas na sintese sol-gel, calcinadas a 1000 ‘C por 5h, foram as mais
satisfatdrias para este trabalho. Por isto, as nanoparticuladas calcinadas a
diferentes tempos e temperaturas foram descartadas e ndo foram

realizadas outras caracerizacoes.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1721758/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1721758/CA

101

Nos espectros das nanoparticulas obtidas na sintese por
impregnacédo, além de uma das bandas caracteristicas da ligacdo do
gadolinio com oxigénio, também foi possivel identificar duas novas bandas

referentes a estrutura do SiOz (Figura 52).
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Figura 52: Espectro de infravermelho das NPs obtidas a partir da sintese por

impregnacdo, com ions eurépio dopantes na concentracdo de 1%.

A banda intensa observada em 1080 cm™ é referente a vibragéo de
estiramento assimétrico da ligacdo Si-O-Si, ja a banda em 807 cm™ é
atribuida a vibracéo de estiramento simétrico desta ligacdo. Nanoparticulas
de silica reportadas na literatura também apresentaram estas bandas
caracteristicas (LIANG et al., 2012; PORTOLES et al., 2010; ZHANG et al.,
2011).

Nota-se também outra banda nova, larga e de baixa intensidade, em
3355 cm™, caracteristica de OH™, indicando que a amostra apresenta certa
umidade (AHMAD et al., 2015; JIANG et al., 2016; SILVA et al., 2015). A
banda caracteristica da vibracdo da ligacdo Ln-O aparece aqui em maior
nimero de onda, 450 cm™, provavelmente devido ao fato da vibracédo da
ligacéo Si-O cair em 470 cm™. Logo, deve haver uma sobreposicdo dessas
bandas, que, inclusive, se mostra bem mais intensa do que no espectro das

nanoparticulas que ndo contém silica (LIANG et al., 2012).
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O espectro de infravermelho para as NPs obtidas a partir da sintese
por ultrassom também foi feito a fins de comparacéo e se mostrou bastante
similar ao das NPs obtidas a partir da sintese por impregnacéao. Ele

encontra-se presente na Figura E.5 do Apéndice E.

4.3.6
Espalhamento de Luz Dinéamica (DLS)

Para saber o tamanho hidrodindmico das nanoparticulas sintetizadas
foi realizada a medida de DLS. Nesta, além do tamanho hidrodinamico de
um material, também €& possivel se obter a distribuicdo deste quando

dissolvido ou disperso em um meio liquido.

O DLS é uma técnica que se baseia no movimento Browniano de
particulas ou moléculas em suspensdo, que espalham a luz laser em
diferentes direcdes e com diferentes intensidades. Isto causa flutuacdes

nas particulas, tornando possivel se calcular o tamanho delas.

Nesta andlise, foram estudadas as nanoparticulas de Gd203:Eus*
obtidas a partir da sintese sol-gel (acetato precursor, 1000 °C por 5h), e as
nanoparticulas de SiO2-Gd203:Eu3*(1%) obtidas a partir da sintese por

impregnacao (Figuras 53 e 54).

Frequéncia (%)
Frequéncia (%)
Frequéncia (%)

Raio (nm) Raio (nm) Raio (nm)

Figura 53: Distribuicao de raio hidrodindmico, em triplicata, das nanoparticulas de

Gd,Os:Eu®* obtidas a partir da sintese sol-gel.

E possivel notar que as nanoparticulas de Gd203:Eu3* apresentaram
duas diferentes distribuigbes de tamanho, no qual o primeiro pico indica um
raio hidrodindmico médio de 81,3 nm, e 0 segundo um raio hidrodinamico

médio de 333,7 nm. A partir deste resultado, acredita-se que essas
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nanoparticulas se agreguem em solucdo aquosa, formando um
aglomerado. Assim, o primeiro pico seria referente as nanoparticulas
individuais, pois, além de se manter constante ao longo da triplicata, ele
aparece com maior frequéncia. Isto justificaria a variagdo no tamanho do
raio hidrodindmico encontrado no segundo pico, uma vez que essas NPs

podem se agregar formando aglomerados de tamanhos distintos.

Frequéncia (%)
Frequéncia (%)
h i

Frequéncia (%)

- T T r , 0 T r T T 0 T r T v )
200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000 o 200 400 600 800 1000
Raio (nm) Rala (nm) Ralo (nm)

Figura 54: Distribucdo de raio hidrodindmico, em triplicata, das nanopatrticulas de

Si0.-Gd»03:Eu*(1%) obtidas a partir da sintese por impregnacao.

Assim como para as nhanoparticulas sem silica, também se
observaram duas diferentes distribuicdes de tamanho, onde o primeiro pico
fornece um valor de raio hidrodinamico médio de 65,7 nm e o segundo de
365,6 nm. Também se acredita que estas nanoparticulas estejam se
agregando em solugdo aquosa, no qual o primeiro pico seria
correspondente ao tamanho das nanoparticulas sozinhas. Novamente, o

segundo pico variou mais que o primeiro e apareceu com menor frequéncia.

Sendo assim, essas hanoparticulas ndo parecem apresentar muita
estabilidade em solugdo aquosa, tendendo a se agregar e,
consequentemente, precipitar. Essa agregacdo, entretanto, ndo €
desejavel na aplicacdo da terapia fotodinamica, como ja mencionado, uma
vez que, quando agregadas, elas podem se alojar em locais ndo desejados
no organismo, acarretando problemas ou provocando efeitos colaterais.

Sendo assim, a estabilidade dessas nanoparticulas precisa ser aprimorada.

As funcdes de correlagcdo (Figuras F.1 e F.2), assim como
informacOes adicionais referentes a essas medidas (Tabela F.1),

encontram-se no Apéndice F.
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4.3.7
Potencial Zeta ()

O valor de potencial zeta é muito utilizado como indicador de
estabilidade de uma disperséo, logo, a estabilidade das nanoparticulas em
uma suspensédo estara diretamente ligada com o valor do seu potencial
zeta. Isto porque a carga eletrostatica presente na superficie das NPs tem
influéncia na estabilidade dos aglomerados formados. A partir desta
medida, também é possivel saber qual carga superficial (positiva ou

negativa) da particula.

Esta andlise também foi feita para as nanoparticulas de Gd203:Eu®*
obtidas a partir da sintese sol-gel (acetato precursor, 1000 °C por 5h), e
para as nanoparticulas SiO2-Gd203:Eu3*(1%) obtidas a partir da sintese por
impregnacgao. Os resultados obtidos encontram-se presentes nas Figuras
55 e 56 a sequir.

10

Intensidade (u.a.)

T T T 1
-200 -100 0 100 200

Potencial Zeta (mV)

Figura 55: Valores de de potencial zeta, em triplicata, das nanoparticulas de

Gd,Os:Eu®* obtidas a partir da sintese sol-gel.
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(Intensidade (u.a.)
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Figura 56: Valores de potencial zeta, em triplicata, das nanoparticulas de SiO,-

Gd,O3:Eu®* obtidas a partir da sintese por impregnacéo.

Sabe-se que quanto maior o valor do potencial zeta de uma disperséo,
maior a repulséo eletrostatica existente entre as particulas do material e,
consequentemente, mais estavel € esta dispersao, pois a repulsdo esta
superando a tendéncia natural dos materiais de se aglomerarem. Desta
forma, em se tratando das forcas eletrostaticas, considera-se que um
sistema é mais estavel quando apresenta um valor de potencial zeta maior
que + 30 mV (BARRANCO, 2018).

Na Tabela 5 abaixo encontram-se todos os valores, assim como 0O

valor médio, dos potenciais zeta obtidos nas andlises realizadas.

Tabela 5: Valores de potencial zeta das nanoparticulas obtidas a partir das

sinteses sol-gel e por impregnacéo.

Potenciais Zeta (mV)
Sintese por
Nanoparticulas Sintese sol-gel _ .

impregnacao
Analise 1 -24,7 -31,7
Andlise 2 -24.,8 -31,8
Andlise 3 -25,3 -32,2
Média =249 -31,9
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Observa-se que as nanoparticulas obtidas a partir da sintese sol-gel
apresentaram um valor médio de potencial zeta de —24,9 mV. Como este
valor esta abaixo de -30 mV, isto indica que ele ndo & muito estavel em
relacdo as suas forgas eletrostaticas. J& as nanoparticulas obtidas a partir
da sintese por impregnacdo apresentaram um valor médio de potencial
zeta de —31,9 mV, apresentando maior estabilidade em relacao as forcas

eletrostaticas mencionadas.

Além disso, o fato de um sistema apresentar um valor de potencial
zeta dentro da faixa de —30 mV a +30 mV também tem a ver com o0 aumento
da velocidade de aglomeragcédo das particulas, e indica que ele tende a
precipitar. Como as NPs Gd20s:Eu3* apresentaram um valor de potencial
um pouco abaixo desta faixa e as NPs SiO2-Gd203:Eu®* apresentaram um
valor no limite dela, acredita-se que elas estejam de fato se agregando e

precipitando em solucdo, como imaginado a partir da andlise de DLS.

No Apéndice G, encontra-se a Tabela G.1 com informagdes adicionais

a cerca dessas analises.

Por fim, observa-se que, de fato, a presenca do SiO2 na estrutura das
nanoparticulas proporcionou uma maior estabilidade as mesmas, mesmo
gue pequena. Vale ressaltar que € possivel fazer esta comparacdo uma
vez que as ambas as nanoparticulas obtidas foram dispersas em agua,

apenas.

Além disso, € possivel notar que ambas as nanoparticulas
apresentam uma carga hegativa na sua superficie. Acredita-se que
moléculas de agua adsorvidas nas superficies dos 6xidos sofram hidrdlise
(essas NP, quando dispersas em agua, formam solucdes acidas, com valor
de pH igual a 4,5) formando ions OH™, que seriam responsaveis pelo valor
negativo do potencial encontrado. No caso das nanoparticulas contendo
silica, o grupo silanol (SiOH) provavelmente se desprotona formando ions
SiO~, uma vez que o ponto isoelétrico do SiO2 € aproximadamente 3 em
uma faixa de pH entre 2 e 4 (BARRANCO, 2018). Isso também contribuiria

para o valor negativo encontrado para estas NPs.
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4.4
Estudo de Atividade Citotoxica

O estudo de citotoxicidade foi realizado in vitro utilizando-se uma
linhagem celular de glioblastoma de camundongo GL261. Ele foi feito com
as nanoparticulas de Gd203:Eu3* (acetato precursor, 1000 °C por 5h). O

resultado obtido encontra-se presente na Figura 57.
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Figura 57: Citotoxicidade contra células GL261 de glioblastoma de camundongo.

[% Viabilidade = (Abs. Tratamento / Média Abs. Células sem Tratamento) x 100;
Valor de P a partir do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis e do teste de
comparacdo mdultipla de Dunn: P > 0.05 (ns = ndo significativa), P < 0.05

(significativa), onde * = pouco significatival.

O grafico acima mostra a viabilidade celular versus a concentracao
das nanoparticulas testadas. A partir dele é possivel notar que, em
comparacao com os controles utilizados (células sem tratamento e Triton-
X 0,4%), as células analisadas mostraram uma viabilidade celular proxima
a 100% (> 90%) quando tratadas em diferentes concentragbes de
nanoparticulas (10-500 pg/mL). Especificamente, em concentracdes de
10-250 pg/mL, as nanoparticulas ndo apresentaram toxicidade significativa
e em concentra¢gdes de 500 pug/mL elas mostraram uma toxicidade pouco

significativa.

Sendo assim, pode-se afirmar que as nanoparticulas nas

concentracfes aqui analisadas nédo apresentaram toxicidade consideravel
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contra as células de glioblastoma GL261. Este resultado ja era esperado,
uma vez que nanoparticulas de Gd20s reportadas na literatura também néo
se mostraram toxicas. Elas foram testadas contra a linhagem celular DU425
de céncer de prostata humano e contra a linhagem celular normal
NCTC1469 de hepatdcito de rato; as concentracdes variaram de 10-500
UM e até 100 puM. Todas elas apresentaram alta viabilidade celular (AHMAD
et al., 2015; XU et al., 2016).

Neste trabalho, a linhagem celular GL261 foi escolhida por ser bem
estabelecida e frequentemente utilizada, no qual os tumores GL261 sao
invasivos, ndo metastaticos e nao regridem de forma espontanea. Além
disso, o tempo de vida de um paciente com glioblastoma € de cerca de 1
ano e meio, no maximo, por isso havendo grande importancia em se

estudar e buscar tratamentos com enfoque nesse tipo de tumor.

Desta maneira, estes resultados se mostraram muito importantes,
pois permitem iniciar os testes para avaliar o comportamento dessas
nanoparticulas no tratamento de tumores, inclusive tumores intracraneais,
levando em conta a linhagem celular utilizada. Além disso, esses resultados
também permitem que estas nanoparticulas sejam utilizadas em outras

aplicacdes biologicas de interesse.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1721758/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1721758/CA

5
Conclusoes

Foram sintetizadas nanoparticulas de Gd203 dopado com diferentes
ions lantanideos (Eu, Sm, Tb, Tm), por meio de metodologias de sinteses
diversas, no qual a metodologia sol-gel mostrou-se a mais adequada. Além
de simples e eficiente, este método de sintese se mostrou bastante
reprodutivel e relativamente répido. Nesta sintese, utilizaram-se dois
diferentes sais como precursores - cloreto e acetato - e diferentes tempos

e temperaturas de calcinacgao.

Neste trabalho, também foram obtidas nanoparticulas do tipo SiO2-
Gd203 dopados com ions eurdpio em diferentes concentracdes (1%, 3% e
5%). Foram utilizados dois diferentes métodos de sintese, por impregnacao

e por ultrassom.

A confirmacdo das estruturas das nanoparticulas obtidas nas
sinteses sol-gel, por impregnacao e por ultrassom, foi feita através de
diferentes técnicas de determinacado e elucidagdo estruturais, sendo elas:
MEV, MET, EDS, FTIR, DRX e DLS. Essas técnicas também permitiram
estimar o tamanho médio das nanoparticulas sintetizadas e garantiram a

pureza das mesmas.

As analises de fotoluminescéncia (excitacdo e emissao) mostraram
gue as nanoparticulas contendo os ions eurépio e samario, foram as mais
adequadas para a funcionalizacdo com o azul de metileno, apresentando
0S espectros de emissdo mais sobreponiveis com o de absorcado do
mesmo. JA4 para as nanoparticulas obtidas a partir da sintese por
impregnacao, as contendo ions eurdpio na concentracao de 3% foram as
que apresentaram maior intensidade de luminescéncia. A partir do estudo
de decaimento de fotoluminescéncia também foi possivel determinar o
tempo de vida (1 = 1,31 ms) das nanoparticulas de Gd203:Eu* obidas a

partir da sintese sol-gel e confirmar a pureza desse material.
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A partir da técncica de MEV, notou-se que o material obtido a partir
da sintese one-pot ndo apresentou uma estrutura bem definida e adequada
para este trabalho e que o material obtido a partir do encapsulamento das
nanoparticulas da sintese sol-gel apresentou tamanho maior que o
desejado. Esta técnica também revelou que as nanoparticulas obtidas a
partir da sintese sol-gel tendo-se o0 acetato como sal precursor
apresentaram estruturas mais uniformes do que as tendo o cloreto como
sal precursor, com particulas arredondas e homogéneas. Junto com a
FTIR, ela também mostrou que as nanoparticulas calcinadas em maior
temperatura e por mais tempo (1000 °C por 5h), apresentaram uma
estrutura mais bem definida, assim como a total eliminacdo de moléculas
de 4gua e material organico das NPs. Para as nanoparticulas obtidas nas
sinteses por impregnacao e por ultrassom, a analise de MEV mostrou que

elas apresentaram estruturas arredondadas, similares e homogéneas.

A técnica de DRX confirmou a fase cubica das nanoparticulas de
Gd20s3 obtidas a partir da sintese sol-gel e a fase amorfa do SiO2 na
estrutura das nanoparticulas obtidas a partir da sintese por impregnacéo.
Para as nanoparticulas obtidas na sintese por ultrassom, entretanto, notou-
se apenas a fase amorfa caracteristica do SiOz, indicando que 0 Gd203 ndo
chegou a formar uma fase cristalina. Esta anélise também confirmou a

pureza das amostras obtidas.

A analise de MET mostrou que as nanoparticulas apresentaram boa
disperséo e homogeneidade, e evidenciou a fase cristalina das
nanoparticulas de Gd20s e a fase amorfa das nanoparticulas de SiO2-
Gd20s. A partir dela, foi possivel confirmar o tamanho das NPs obtidas
(cerca de 100 nm para as nanoparticulas obtidas na sintese sol-gel e de 10
nm para as nanoparticulas obtidas na sintese por impregnacéo). Para as
nanoparticulas do tipo SiO2-Gd203:Eu3, ela também evidenciou a perfeita

separacédo dos oxidos de silicio e gadolinio.

As analises de EDS confirmaram os elementos presentes nas
nanoparticulas, assim como a distribuicdo uniforme e homogénea dos

mesmos ao longo da estrutura das NPs.
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A medida de DLS indicou um raio hidrodindmico com valor dentro da
faixa desejada (50-100 nm), tanto para as nanoparticulas de oOxido de
gadolinio puro tanto para as nanoparticulas contendo silica. Entretanto,
também mostrou que essas nanoparticulas parecem estar se agregando

em solucao, indicando pouca estabilidade em agua pura.

A partir da medida de potencial zeta, observou-se que as NPs
contendo silica apresentaram maior estabilidade, em meio aquoso, com
relacdo as suas forgas eletrostaticas. Elas apresentaram um valor médio
de potencial zeta de -31,9 mV, enquanto as NPs sem silica apresentaram

um valor médio de potencial zeta de —24,9 mV.

O estudo de citotoxicidade realizado com as nanoparticulas de
Gd203:Eu®* obtidas a partir da sintese sol-gel mostrou que estas ndo se
mostraram téxicas, em concentracdes de 10-500 pg.mL™, contra as
células GL261 de glioblastoma de camundongo. Esse resultado € bastante
importante para a aplicacdo desses nanomateriais em uso clinico,

garantindo uma alta viabilidade celular.

Em resumo, pode-se concluir que as nanoparticulas mais
promissoras para este trabalho foram: Gd20s:Eu®* obtidas a partir da
sintese sol-gel, calcinadas a 1000 °C por 5h, e tendo-se o0 acetato como sal
precursor; e SiO2-Gd203:Eu’*(3%) obtidas a partir da sintese por

imrpegnacao.

Por fim, pode-se concluir que foi possivel sintetizar e caracterizar
nanoparticulas a base de elementos terras raras, com propriedades
luminescentes comprovadas e potencial aplicacdo em terapia fotodinamica.
Entretanto, certas propriedades devem ser aprimoradas. Além disso,
algumas analises ainda precisam ser realizadas, e os estudos biolégicos

aprofundados.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1721758/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1721758/CA

6
Sugestdes para a continuacao deste trabalho

O trabalho aqui realizado permite um amplo campo de investigacao
em relacdo a nanoparticulas a base de elementos terras raras para
aplicacdo em terapia fotodinamica. A sintese e a caracterizacdo desses
materiais ainda requerem a realizacdo de andlises que nao foram feitas,
assim como o aprimoramento de algumas outras ja realizadas. Sendo

assim, para se continuar o desenvolvimento deste projeto, € interessante:

» Sintetizar nanoparticulas de Gd203:Eu** em diferentes
concentracbes, assim como foi feito para as nanoparticulas de SiO2-
Gd203:Eu®*; apos, realizar novas medidas de fotoluminescéncia;

= Aprofundar os estudos de fotoluminescéncia das nanoparticulas de
Gd203:Sm?*, alterando as concentragées do fon dopante; fazer o mesmo
com as nanoparticulas de Gd20s3:Eu3*, Sm3*;

» Medir também o tempo de decaimento de fotoluminescéncia das
nanoparticulas de SiO2-Gd203:Eu3,

» Melhorar a dispersdo e estabilidade das nanoparticulas
sintetizadas, de modo a evitar que se agreguem, investigando seus
comportamentos em diferentes meios (testar diferentes tipos de solugoes,
como solucdes salinas, e surfactantes, por exemplo); em seguida, realizar
novas medidas de DLS e potencial zeta,

» Investigar também a citotoxidade das nanoparticulas de SiO2-
Gd203:Eu?;

» Confirmar a capacidade das nanoparticulas de Gd20s3 (dopado e
codopado com os ions eurdpio e samario) assim como das nanoparticulas
de SiO2-Gd203:Eu®* de converterem radiacdo raios X para luz UV-Vis;

= Verificar a liberacdo de ERO pelas nanoparticulas sintetizadas na
auséncia e na presenca do fotossensibilizador azul de metileno;

» Por fim, avaliar a viabilidade celular das nanoparticulas

funcionalizadas apos radiagcdo com raios X.
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Apéndice

Apéndices A
Obtencdo das nanoparticulas de éxido de terras raras

Figura A.1. Nanoparticulas obtidas a partir da sintese sol-gel, tendo-se o cloreto

como sal precursor

Figura A.2. Nanoparticulas obtidas a partir da sintese sol-gel, calcinadas a 1000

°C por 5h, tendo-se o acetato como sal precursor.
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Figura A.3. Nanoparticulas obtidas a partir da sintese one-pot.

Figura A.4. Nanoparticulas obtidas a partir da sintese por impregnacéo, com ions

eurdpio em diferentes concentragdes.

Figura A.5. Nanoparticulas obtidas a partir da sintese por ultrassom.
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da sintese

sol-gel

123

apos


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1721758/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1721758/CA

124

Apéndices B
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Figura B. 1. Imagens das NPs de SiO,-Gd,O3:Eu®* obtidas a partir da sintese por

impregnacao, com ions eurdpio na concentragéo de 3%.

— 100nm LaMAR 4/11/2019
15.0kV LED SEM WD 10.0mm 17:06:45

Figura B. 2. Imagens das NPs de SiO,-Gd,Os:Eu®* obtidas a partir da sintese por

impregnacao, com ions eurdpio na concentragdo de 5%.
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Apéndices C
Difracdo de Raios X de P6 (DRX)

[ Gd203:Eu - Si02 (Ult)

f T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100
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Figura C.1. Difratograma das nanoparticulas SiO.-Gd,Os:Eu®" obtidas a partir da

sintese por ultrassom.
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Apéndices D
Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)

1100 nm Gd L 100 nm Eu L

Figura D.1. Mapa de distribuicdo dos elementos Gd e Eu das NPs de SiO»-

Gd03:Eu®(1%) obtidas a partir da sintese por impregnacao.
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Apéndices E

Espectroscopia de Absorcao na Regido do Infravermelho (FTIR)
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Figura E. 1. Espectro de infravermelho do Eu(OAc)s-xH2O utilizado como
precursor nas sinteses sol-gel.
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Figura E. 2. Espectro de infravermelho do Sm(OAc)s-xH2O utilizado como

precursor nas sinteses sol-gel.
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Figura E. 3. Espectro de infravermelho das NPs de Gd.Os:Sm*" obtidas a partir

da sintese sol-gel.
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Figura E. 4. Espectro de infravermelho das NPs de Gd.Oz:Eu®*,Sm*" obtidas a

partir da sintese sol-gel.
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Figura E. 5. Espectro de infravermelho das nanoparticulas de SiO.-Gd.Os:Eu®*

obtidas a partir da sintese por ultrassom.
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Apéndices F.

Espalhamento de Luz Dinamica (DLS)
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Figura F.1. FuncbBes de autocorrelacdo referentes as analises de DLS das

nanoparticulas de Gd.Os:Eu®" obtidas a partir da sintese sol-gel.
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Figura F.2. Funcbes de autocorrelagdo referentes as analises de DLS das

nanoparticulas de SiO,-Gd,O3:Eu®*(1%) obtidas a partir da sintese por

impregnacao.
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Tabela F. 1. Espalhamento de luz dindmica das nanoparticulas obtidas a

partir das sinteses sol-gel e impregnacao.

Tamanho indice de Proporcéao do
Amostra o )
(nm) Polidisperséo Pico
77,1 45 0,64
0,914
259,2 15,6 0,36
82,9 6,3 0,71
Gd203:Eu3t 0,807
4434 39,5 0,29
83,8 5,9 0,71
0,739
298.,6 31,9 0,29
60,5 6,7 0,62
1,306
277,2 36,7 0,38
SiO2- 63,6 6,5 0,73
0,553
Gd203:Eusdt 2222 21,2 0,27
72,9 6,0 0,69
0,735
5975 36,2 0,31
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Apéndices G.
Potencial Zeta (C)
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Tabela G. 1. Potencial zeta das nanoparticulas obtidas a partir das sinteses

sol-gel e impregnagéo.

. Mobilidade o
Potencial . Conductividade
Amostra electroforetica
zeta (mv) (mS/cm)
(cm?/Vs)
=-24,7 -0,000191 0,068
Gd203:Eu®* -24.8 -0,000192 0,068
-25,3 -0,000196 0,068
. -31,7 -0,000246 0,065
SiO2-
-31,8 -0,000246 0,065
Gd203:Eu®*(1%)
-32,2 -0,000250 0,065
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