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RESUMO

As terapias fotodindmica e fototérmica vém sendo desenvolvidas de forma a
oferecer melhores e mais baratas alternativas no tratamento de céancer. Os
principais desafios na utilizacdo destas técnicas estdo na obtencdo de novos
materiais fototérmicos e fotosensibilizadores que absorvam no mesmo
comprimento de onda. Neste contexto, este trabalho desenvolveu um material
com este potencial. Para isso foi escolhido como base o Oxido de grafeno
devido suas propriedades hidrofilica e atdxica, boa estabilidade térmica,
capacidade de absorcdo de Iluz e possibilidade de funcionalizacéo.
Nanoparticulas de oOxido de ferro magnéticas, floresceina o-metacrilato e o
Verteporfin foram ligados em sua superficie trazendo novas caracteristicas
como a possibilidade do uso como agente de contraste no diagndstico por
ressonancia magnética nuclear e terapia fotodinamica. Para isso, estratégia de
sintese foi feita em quatro etapas: sintese do Oxido de grafeno, 6xido de
grafeno magnético, oxido de grafeno magnético fluorescente e o6xido de
grafeno magnético fluorescente com fotossenssibilizador. Na primeira etapa
empregou-se 0 método de Hummers modificado para obtencdo do Oxido de
grafeno pela oxidacao e esfoliagdo do grafite. Em seguida, nanoparticulas de
oxido de ferro magnético foram imobilizadas em sua superficie pelo método de
coprecipitacdo simples. A propriedade de fluorescéncia foi entdo inserida pela
ancoragem da fluoresceina o-metacrilato juntamente com o &cido acrilico (AA),
persulfato de amoénio e bissulfito de sédio. Por fim, o 6xido de grafeno foi
funcionalizado com o fotossenssibilizador Verteporfin por uma reacdo de
transesterificacdo. A fim de verificar o caréter fisico-quimico e estrutural dos
intermediarios e produtos finais de cada etapa foram utilizadas técnicas de
caracterizagcdo, como microscopia eletronica de varredura de alta resolucéo
(FEG-MEV), difratometria de raios X (DRX), espectroscopia RAMAN,
espectroscopia na regido do ultravioleta/visivel (UV-Vis), espectroscopia na
regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia
de fluorescéncia, potencial zeta e espalhamento dindmico de luz (DLS). A
partir dos resultados obtidos, verificou-se que o material obtido tem potencial
terandstico multifuncional com propriedades advindas do 6xido de grafeno
magnético modificado para aplicacbes nas terapias fototérmicas e
fotodinamicas.

Palavras-chave: Oxido de grafeno. Tratamento fototérmico. Tratamento
fotodindmico. Cancer. Terandstico.



ABSTRACT

Photodynamic and photothermal therapies have been developed in order to
offer better and cheaper alternatives in cancer treatment. The main challenges
in the use of these techniques are in obtaining new photothermal and
photosensitizers materials that absorb at the same wavelength. In this context,
this work has developed a material with this potential. For this, graphene oxide
was chosen as the base due to its hydrophilic and nontoxic properties, good
thermal stability, light absorbing capacity and possibility of functionalization.
Magnetic iron oxide nanoparticles, fluorescein o-methacrylate and Verteporfin
were linked on their surface bringing new features such as the possibility of use
as a contrast agent in the diagnosis by nuclear magnetic resonance and
photodynamic. For this, the synthesis strategy was done in four steps: synthesis
of graphene oxide, magnetic graphene oxide, fluorescent magnetic graphene
oxide and fluorescent magnetic graphene oxide with photosensitizer. In the first
step, the modified Hummers method was used to obtain graphene oxide by the
oxidation and exfoliation of graphite. Next, nanoparticles of magnetic iron oxide
were immobilized on their surface by the simple co-precipitation method. The
fluorescence property was then inserted by fluorescein o-methacrylate
anchoring along with acrylic acid (AA), ammonium persulfate and sodium
bisulfite. Finally, the graphene oxide was functionalized with the Verteporfin
photosensitizer by a transesterification reaction. In order to verify the physical-
chemical and structural character of the intermediates and final products of
each step, characterization techniques were used, such as high-resolution
scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffractometry (XRD), RAMAN
spectroscopy, Ultraviolet/visible spectroscopy (UV-Vis), Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR), fluorescence spectroscopy, zeta potential and
dynamic light scattering (DLS). From the obtained results, it was verified that
the material obtained has a multifunctional thermostatic potential with properties
derived from modified magnetic graphene oxide for photothermal and
photodynamic therapies.

Keywords: Graphene oxide. Photothermal treatment. Photodinamic treatment.
Cancer. Teranostic.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

As caracteristicas da sociedade mundial foram se modificando com os
avancos da ciéncia, tecnologia juntamente com os processos de urbanizacdo e
industrializacdo. Essas modificacdes trouxeram um novo estilo de vida, expondo as
pessoas de forma mais intensa aos fatores de risco préprios do mundo
contemporaneo, alterando consideravelmente o perfil de morbimortalidade. Houve
uma queda da frequéncia das patologias infectocontagiosas e assim o foco principal

se tornou outro, o das doencas nédo transmissiveis (DNT).!

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), no ano de 2012, de 56
milhdes de mortes no mundo, 38 milhdes (68% do total) foram devido a essas
doencas. O cancer aparece como segundo maior fator de mortalidade (8,2 milhdes),
perdendo apenas para as doencas cardiovasculares (17,5 milhdes de mortes). Neste
mesmo ano a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer (AIPC) estimou 12,4
milhdes de casos incidentes da doenca. A OMS estima que em 2030 o numero total

de mortes aumente em 4 milhdes.?2

No Brasil segundo a OMS, em 2014, aproximadamente 224 mil (17% das
mortes por DNT) foram por cancer. Baseado nas informacfes do Sistema de
Morbidade por Cancer e o Sistema de Informacdes sobre Mortalidade (SIM) estima-
se 576 mil novos casos novos para 0s proximos anos. Estes valores reforcam a
magnitude do cancer como problema de saude publica no pais, cujo controle e

prevencdo devem ser priorizados.!

Atualmente as estratégias propostas para o tratamento de cancer incluem os
meétodos de quimioterapia, radioterapia e cirurgia, podendo ser utilizados separados

ou combinados de acordo com a neoplasia.®

7

A quimioterapia € um tratamento sistémico do céancer que utiliza
medicamentos, que podem ser quimioterapicos, hormonioterapicos, bioterapicos,
imunoterapicos ou alvoterapicos, os quais podem ser administrados continuamente

ou a intervalos regulares.t3
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J& a radioterapia € um tratamento local, no qual € empregado um feixe de
radiacOes ionizantes eletromagnéticas ou corpusculares. Essas radiacbes, ao
interagirem com o tecido, tem a capacidade de arrancar elétrons e um atomo,
ionizando-o. Esta ionizacdo pode provocar quebras quimicas modificando a
estrutura molecular, causando, por exemplo, a hidrolise da &gua, ou ainda

promovendo a ruptura de cadeias de DNA e, assim, causando a apoptose celular. 12

Estes tratamentos, mesmo que efetivos, ndo possuem uma alta capacidade
de distinguir entre células doentes ou nao, afetando ou destruindo células saudaveis
e assim induzindo efeitos colaterais locais ou sistémicos. Além disso, podem
proporcionar a possibilidade de algumas células tumorais se tornarem resistentes
com o tempo. Esta somatéria de fatores pode levar o paciente a interrupcdo do
tratamento. Por sua vez, os procedimentos cirdrgicos Sdo invasivos e tem sua

eficacia questionada uma vez que a retirada de células tumorais pode néo ser total. 4

Além destes obstaculos, outro aspecto que deve ser observado sdo os custos
oncoldgicos, pois estes tratamentos comumente empregados possuem alto custo e,
a nivel nacional, comprometem a receita de saude publica. No Brasil, houve um
aumento nas despesas publicas do Sistema Unico de Saude (SUS) em 1,1 bilhdes
entre 2002 a 2010, chegando a aproximadamente 2 bilhdes em 2010, como pode
ser observado na Figura 1. Sendo que nestes dados, consultas, exames de
diagnéstico, procedimentos cirdrgicos fora dos centros habilitados em oncologia, nédo

estao inclusos.®
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Figura 1 - Despesas federais com tratamentos ambulatoriais e hospitalares de oncologia do
SUS no Brasil

1,92

R$ Bilhdes

O T T T T T T T T 1
2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Fonte: Tribunal de Contas da Uni&o.®

Na Figura 2 podemos ver a participacdo dos tratamentos na despesa total no
ano de 2010, com a quimioterapia em maior prevaléncia de despesas,

correspondendo a quase trés quartos dos gastos totais.®

Figura 2 - Participacdo com cada tipo de tratamento oncoldgico nas despesas totais com

tratamento — Brasil - 2010

® Quimioterapia

m Radioterapia

m Cirurgia
Outros

74,10%

Fonte: Tribunal de Contas da Unido.®
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Com todos esses desafios, pesquisadores vém estudando novas formas de
tratamentos e diagnosticos precoce mais eficientes, acessiveis, ndo invasivos, com

menores efeitos colaterais e baixo custo.

1.2 Terapias fototérmica e fotodinamica

A fotomedicina surgiu como um novo ramo na medicina, a qual emprega luz
para o tratamento de diversas doencas. Dentre estes tratamentos, as terapias
fototérmica (TFT) e fotodindmica (TFD) séo tipos emergentes que vém tendo
destaque no tratamento de cancer. Essa notoriedade é dada por sua seletividade na
area de interesse, com natureza minimamente ou ndo invasiva, ndo havendo
resisténcia do organismo e consequentemente diminuindo os efeitos secundarios

graves.®

A TFT utiliza materiais biocompativeis, chamados de agentes fototérmicos,
gue sdo capazes de absorver radiacao eletromagnética, e transforma-la em energia
térmica, provocando um aquecimento local, de 41 a 47 °C. Este aquecimento causa
um dano irreversivel as células pela desnaturacdo das proteinas, causando o

rompimento da membrana celular.”8

J& a TFD utiliza uma combinacao de irradicdo com luz, oxigénio e farmacos
fotoativos, também chamados de fotosensibilizadores, para provocar a apoptose
celular no tecido tumoral. Para isso inicialmente incide-se luz com comprimento de
onda de acordo com a absorcao do fotossensibilizador excitando-o0. Essa excitacéo
gera espécies reativas de oxigénio, como o singleto e o tripleto de oxigénio, que
podem oxidar organelas celulares e subcelulares, incluindo membrana plasmatica,
mitocondrias, lisossomos e membrana nuclear, levando a danos irreversiveis nas
células tumorais. Na Figura 3 pode se observar um esquema de como ocorre a
TFD.™®
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Figura 3 - Diagrama de excitacdo e relaxamento em um fotossensibilizador: (A) excitacao;
(B) fluorescéncia; (C) passagem entre os sistemas; (D) fosforescéncia; (E) transferéncia néo
radiativa de energia para singleto de oxigénio; (F) oxidagdo do substrato por singleto de

oxigénio; (G) converséo interna.
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Fonte: Gao et al. 8

Atualmente, os principais desafios na utilizacdo destas técnicas estdo na
obtencdo de novos materiais fototérmicos e fotosensibilizadores que absorvam no
mesmo comprimento de onda. Assim ha a possibilidade de utilizar simultaneamente
o TFT e o TFD potencializando a eficacia do tratamento e diminuindo o custo e o

tempo do tratamento por ambos necessitarem de apenas uma fonte de luz.

Assim sendo, este trabalho propde o desenvolvimento de um material que
tenha potencial para superar estas dificuldades. Além disso propriedades para que
ele também possa atuar como diagndstico de neoplasias por ressonancia magnética

nuclear (RMN) e fotodiagnéstico serdo inseridas.

Para a sintese deste material utilizou-se 6xido de grafeno, para atuar como
agente fototérmico, verteporfin como fotossenssibilizador, fluoresceina o-metacrilato
como marcador fluorescente do material no organismo e nanoparticulas de 6xido de
ferro magnético para potencializar o contraste de tecidos no diagnostico por RMN.
Cada uma destas substancias sera abordada nos tépicos seguintes, enfatizando

suas predile¢des.
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1.3 Oxido de grafeno

A sintese do oxido de grafeno tem como matéria prima o grafite em flocos e
pode ser dividida em trés etapas cruciais: oxidacdo do grafite, clivagem por
ultrassom e remocédo das impurezas.!® Este grafite é utilizado por possuir maior
tamanho do cristalito, maior distancia entre as camadas além de ter uma direcdo

preferida das folhas, facilitando sua oxidacédo.!

Seu primeiro relato foi feito em 1859 com Brodie, utilizando HNO3 fumegante
como intercalante nas folhas de grafite e KCIO3 como oxidante. Contudo, a sintese é
demorada perdurando por 4 dias e necessitando 4 ciclos de oxidacado, lavagem,
secagem. Os gases N204 e NOg2, prejudiciais a saude e ClOz, o qual é altamente

explosivo também sdo produzidos.!?

Staudenmaier'® em 1898, com uma mistura de H2SO4:HNOs3 (2:1), conseguiu a

oxidacdo em apenas uma etapa, porém as outras dificuldades ndo foram sanadas.

Ao final da década de 50, Hummers e Offeman!* desenvolveram o método até
hoje empregado. Utilizaram H2SO4 e NaNOs para intercalar as folhas no grafite e
KMnOas para oxidar. Com isso eles diminuiram o tempo de sintese para apenas
algumas horas apresentando-se mais segura com a remoc¢ao KCIOs, ndo formando
ClOz2. Contudo, ainda ha a liberacdo de gases téxicos N204 e NO:2 e, ao final, dificil

remocao dos ions Na* e NOs".

Atualmente novas alternativas de rota de sintese vém sendo desenvolvidas de
acordo com sua aplicacdo. Em biomedicina o 6xido de grafeno vem sendo estudado
nas areas de crescimento e diferenciacdo celular, biossenssores, drug delivery,
engenharia de tecidos, tratamentos de doencas. Dessa forma buscam-se novas
formas de torna-la mais rapida e mais segura, com producdo em massa de 6xido de

grafeno e com propriedades de acordo com sua aplicacéo.%15

Estes esforcos provem de suas caracteristicas fisico-quimicas atraentes que o
tornam uma potencial substancia para o desenvolvimento de biomateriais, pois suas
caracteristicas hidrofilicas e atdxicas o tornam interessantes para atuacao biologica.
Além disso, sua boa estabilidade térmica e capacidade de absor¢cdo de luz fazem
dele um potencial agente fototérmico. E, por fim, a presenca de grupos funcionais
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em sua superficie, tais como ep0xi, hidroxil e carboxil, auxiliam sua funcionalizacao,

trazendo novas caracteristicas ao material. 1°

1.4 Nanoparticulas de o6xido de ferro magnéticas e a ressonancia magnética

nuclear

O diagnostico por RMN é feito pela exposicao do tecido a um campo magnético
externo. Transversalmente ao tecido emite-se uma onda pulsada com réadio
frequéncia, provocando perturbacdo nos prétons, principalmente de moléculas de
adgua. Quando os protons retornam ao estado inicial, obtém-se a imagem pela
conversdo da radiacdo emitida por eles. Essa retomada € chamada de relaxacéao,
podendo ser longitudinal ou transversal. Cada tecido possui uma velocidade de

relaxacdo e densidade de prétons diferente diferenciando os tecidos e mapeando-
OS.16’17

Para melhorar a resolucdo das imagens através do contraste obtido pela

variacdo dos tempos de relaxacéo, alguns agentes de contraste sdo aplicados.

Dentre estes agentes, utilizou-se nanoparticulas de 6xido de ferro magnéticas
neste trabalho, pois quando um campo magnético externo é aplicado neste material
ele responde com grande momento magnético, e assim as interacdes dipolares
entre as nanoparticulas e os prétons do solvente resultam no aumento da relaxagéo
transversal e longitudinal, gerando um contraste ainda maior nas imagens. Além
disso, seu tamanho na ordem nanométrica (10°) é interessante, pois elas podem
acessar macromoléculas bioldgicas, tais como as células (10 — 100 um), virus (20 —
450 nm), proteinas (5 — 50 nm) e DNA (2 nm de largura e 10-100 nm de
comprimento). Possuem possibilidade de modificacdo de sua superficie, a qual

novas propriedades podem ser inseridas. [16,17] [16,18,19,20]

Atualmente tem-se algumas nanoparticulas sendo comercializadas, dentre as
principais destaca-se: Feridx®, constituido por nanoparticulas de primeira geracéo,
produzido pela Bayer HealthCare Pharmaceuticals Inc., e o Resovist®, constituido
por nanoparticulas de Oxido de ferro superparamagnéticas, revestidas com

carboxidextrana, produzido pela Bayer Schering Pharma AG.
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1.5 Fluoresceina o-metacrilato e o fotodiagnostico

O fotodiagnodstico baseia-se na forma em que tecidos normais e cancerigenos
absorvem luz, permitindo entdo a visualizacdo de fluorescéncia diferencial nestes
tecidos. Tecidos cancerigenos possuem uma hiperatividade celular aumentando
assim a producédo de protoporfirina 1X, que € uma substancia presente em um dos
passos para producao de hemoglobina. Esse composto absorve fétons em 410 nm e
emite em 635 nm fazendo com que o tecido apresente coloracdo vermelha, dando
contraste com o tecido que fica azul. Assim o digndstico pode ser feito antes mesmo

da presenca de lesdes visiveis a olho nu.’

Com base nisso, estipulou-se que o material a ser desenvolvido tivesse
caracteristicas fluorescentes, de cor diferente do tumor (vermelho) e do tecido (azul),
identificando o local em que ele se encontra no corpo, ou seja, se ja foi ou nao
acumulado pelo tecido tumoral. Para isso a fluoresceina o-metacrilato, um fluoréforo
organico constituido por varios anéis aromaticos, o qual pode ser observado na
Figura 4, que emite 514 nm (verde), foi escolhido como marcador. Além de sua
emissao, ainda possui caracteristicas como: elevado coeficiente de absor¢cédo e
capacidade de formar ligagbes covalentes ou ndao covalentes com outros materiais,
proporcionando  melhor  fotoestabilidade,  hidrofilicidade, atéxicidade e

biocompatibilidade.?1-23

Figura 4 - Molécula de Fluoresceina o-metacrilato
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1.6 Verteporfin

O tratamento de cancer por TFD necessita, além de luz e oxigénio,
fotossenssibilizadores. Contudo nem todos os tipos podem ser utilizados, pois, para
este tipo de aplicacdo, varios critérios devem ser cumpridos. Eles devem ter baixa
toxicidade, acumular seletivamente no tecido tumoral e minimizar a sensibilidade da
pele. Ter rapida remocéao pelo organismo, ou seja, estabilidade in vivo limitada. Deve
ter absorcdo em comprimentos de onda mais longos na regido do
infravermelho/visivel, absorvendo um grande numero de fétons aumentando a
penetracdo da luz no tecido. Além disso, sua banda de absor¢édo ndo deve sobrepor

as bandas de absorcéo de outros croméforos presentes nos tecidos.?*

Os fotossensibilizadores séo classificados em trés geracdes. Os de primeira
geragao, derivados de Hematoporfirina e seus correlatos. Os de segunda,
compostos estruturalmente distintos com absorcdo de longo comprimento de onda.
E os de terceira, fotossensibilizadores de segunda geracéo ligados a carregadores

para melhor seletividade.?*

Os de segunda, em relacdo ao de primeira, sdo melhores por sua facilidade de
reproducao, além de ter maior seletividade para o tecido tumoral e ser rapidamente
excretadas do corpo. Sua absorcdo € em uma faixa de comprimento de onda maior

(de 675 a = 800 nm) e com isso permite maior penetragdo de luz.?*

Dentre estes fotossenssibilizadores de segunda geracdo, o verteporfin é um
potente agente fotossensibilizador. As industrias QLT Phototherapeutics de
Vancuver (Canadd) e a Ciba Vision Corporation de Duluth (EUA) em colaboragéo o
produziram sob o nome comercial Visudyne. Atualmente ele € empregado no
tratamento de degeneracdo macular relacionada com a idade e estd em ensaios
clinicos de Fase lll para o cancer de pele do tipo ndo melanoma cutaneo e de Fases

I/l contra o tipo ndo melanoma.?4-26

Comparado ao farmaco de primeira geracéo, o Photofrin, o verteporfin possui
uma absorbancia mais intensa em um comprimento de onda maior (690nm), com
penetracdo 50% maior de luz no tecido. Além disso, € rapidamente absorvido pelo

tumor, com taxa tecido/tumor entre 30 a 150 minutos ap0ds a injecao intravenosa, e
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sua fotossensibilidade na pele dura apenas alguns dias, pois € eliminada do corpo
entre 1 a 2 dias.?*?’
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5 CONCLUSOES

As rotas propostas, com base no estudo da literatura de métodos de sintese do
oxido de grafeno, nanoparticulas de Oxido de ferro magnéticas, ancoragem de
polimeros e transesterificacdo, possibilitaram a obtencdo de nano estruturas de
oxido de grafeno magnético fluorescente com fotossenssibilizador.

O processo de sintese de Hummers modificado removendo NaNOs da reacao se
mostrou possivel através dos perfis dos espectros de Raman e UV/Vis. Na regido do
infravermelho, a oxidacdo da amostra foi observada pela presenca dos grupos
carbonil, epoxi e hidroxil, evidenciados também nas curvas termogravimétricas. A
interacdo entre os grupos funcionais pode ser observada na micrografia eletrénica
de varredura através das rugas e dobras em sua superficie. Sua estrutura foi

confirmada pelo difratograma de raios X com um pico proximo a 11°.

O método de coprecipitacdo para inserir as nanoparticulas no éxido de grafeno
também se mostrou satisfatoria. Nas micrografias feitas por FEG-MEV, a presenca
de OGP juntamente com o FesOs foi observada. Para confirmar esse dado,
caracterizagfes por DRX, espectroscopia de IV mostraram perfis da presenca do
oxido de ferro magnético. Contudo, ainda através da técnica de IV, juntamente com
0s espectros Raman, OG foi identificado de acordo com as bandas atribuidas.

A funcionalizacdo com a FMA no OGM, para formar o OGMF, foi observada pela
deteccdo de fluorescéncia nas técnicas de UV/Vis e fluorimetria. Na técnica de IV
apenas foi possivel observar a presenca do AA.

Ao final, por espectroscopia na regido do IV pode-se verificar a funcionalizagéo
do OGMF com o verteporfin pela presenca da banda de C-N em 2130 cm-2.

A sequéncia de sinteses desenvolvidas neste trabalho possibilitou a obtencéo de
um material com potencialidade terandstica multifuncional com propriedades

advindas do oxido de grafeno magnético modificado para aplicacdes em TFT e TFD.
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