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Resumo: As nanoparticulas de ouro apresentam
inumeras aplicacdes na medicina. As diferencas de
tamanho, forma e propriedades de superficie, fazem com
que suas aplicacdes se tornem versateis, como por
exemplo, a terapia fototérmica e o rastreamento de
tumores (biomarcadores). Foi recentemente demonstrado
na literatura que a incorporagdo de nanoparticulas de
ouro na estrutura do acido S-aminolevulinco (5-ALA)
melhora as propriedades fotodindmicas do farmaco. O
estudo com laser ocorreu visando a possibilidade de
modifica¢do no formato das nanoparticulas, de esféricas
para outras formas, entre elas bastdes e prismas que
resultam em bandas de plasmons de comprimentos de
onda maiores, uma vez que nanoparticulas com formato
mais cilindrico apresentam uma janela na regido da janela
optica do tecido bioldogico e desta forma a luz aplicada
em PDT teria maior profundidade de penetragdo no
tecido. Assim propomos neste estudo, sintetizar
nanoparticulas de ouro com 5-ALA, para realizar o
diagnostico e a terapia (Teranostica) de doengas com
crescimento ndo controlavel, de uma forma mais simples,
menos invasiva e mais barata.
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Abstract: Gold nanoparticles have numerous applications in
medicine. The differences in size, shape and surface
properties make their applications becoming versatile, for
example, photothermal therapy and tracing tumors
(biomarkers). It has recently been demonstrated in the
literature that incorporation of gold nanoparticles in the
structure of 5-aminolevulinco acid (5-ALA) improves the
photodynamic properties of the drug. The study laser was
aimed at the possibility of change in nanoparticle form,
spherical to other shapes, including rods and prisms,
resulting in plasmon bands at longer wavelengths, since
nanoparticles more cylindrical shape presenting a window
in the optical window region of the biological tissue and thus
the light applied to PDT have greater depth of penetration
into the tissue. Thus we propose in this study, synthesizing
gold nanoparticles with 5-ALA, to perform diagnosis and
therapy (Teranostica) diseases of uncontrollable growth, a
simpler, less invasive and cheaper.

Keywords: Gold nanoparticles, Photothermal Therapy,
Atherosclerosis.
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Introducao

Nas ultimas décadas, o interesse nas areas de
Nanotecnologia e Nanociéncias, tém se tornado cada vez
maior. As nanoparticulas de ouro apresentam intmeras
aplicagdes, como a terapia fototérmica e o rastreamento de
tumores'2. Alguns métodos de sintese “verde” de
nanoparticulas vém sendo desenvolvidos recentemente 3.
Esses processos sdo de extrema importancia porque reduzem
ou eliminam o uso de solventes e reagentes ¢ também a
gerago de produtos toxicos, nocivos a saude humana *.

A sintese de nanoparticulas de ouro, com a utilizagdo da
fonte de Xendnio, do 4cido 5 - aminolevulinco (5-ALA) e do
polietilenoglicol (PEG), faz com que elas se tornem
organicas e biocompativeis, tendo grandes aplicagdes na area
médica, ja que o 5-ALA é empregado como pro-farmaco,
pois ¢ o percursor da protoporfirina IX (PPIX), que pode se
acumular nos tecidos em rapido crescimento, incluindo
tumores e placas ateroscleroticas .

Peng C. e colaboradores ® mostraram recentemente que
apos administragdo intravenosa de 5-ALA, em coelhos
submetidos a dieta hipercalérica, é possivel se detectar
fluorescéncia da PPIX na placa de ateroma, com intensidade
de fluorescéncia 12 vezes maior que o grupo controle. Em
um trabalho recente verificamos que a PPIX extraida do
sangue aumenta com o aumento da placa de ateroma,
indicando a possibilidade de utilizagdo da PPIX como um
biossensor 7. Observou-se também que aplicacdo
concomitante de 5-ALA com nanoparticulas de ouro exerce
um efeito cooperativo elevando a formagdo de espécies
reativas de oxigénio aumentando a potencialidade como
agente fotossensibilizador 8.

Materiais e métodos

Reagentes e equipamentos

Para a sintese das nanoparticulas de ouro, utilizou-se
o tetracloroaurato de hidrogénio (HAuCls) da Sigma-
Aldrich, 4gua bideionizada, 4cido S-aminolevulinico (5-
ALA) da Sigma-Aldrich e polietilenoglicol (PEG).

Os materiais/equipamentos foram: pipetas e ponteiras,
tubo tipo Eppendorf, béqueres e frascos de plastico e de
vidro. Além de vortex Biomixer QL-901 para
homogeneizar as amostras, uma balanca Shimadzu AVW
220 D, uma lampada de xenonio Cermax de 400 Watts e
sistema de laser de Ti:Safira (Quantronix Odin bombeado
por um laser Coherent Mira-Seed-R). Os pulsos foram
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centrados em 800 nm, com duragdo temporal de 80 a 150
femtossegundos (FWHM), e taxa de repetigdo de 1 kHz.

Sintese das nanoparticulas de ouro

Para o preparo das nanoparticulas, foram adicionados
os reagentes acima citados, seguido de adicdo de agua
bideionizada. A solugdo foi entdo agitada no vortex por 5
minutos e exposta a luz branca (ldmpada de xendnio). As
concentragdes dos reagentes, ¢ o tempo de iluminagéo
foram estudados, até que se obteve o melhores valores
para a sintese. Para a formag@o de nanobastdes, utilizou-
se a soluc@o de nanoparticulas, que foram irradiadas com
pulsos ultracurtos em um sistema de laser de Ti:Safira.

Caracteriza¢do

As amostras foram analisadas no espectrofotdometro
Varian Cary 17D. Para as andlises utilizou-se cubetas de
quartzo com caminho Optico de 10 mm. O volume de
amostra utilizado foi de aproximadamente 1 mL.

Microscopia eletronica de transmissdo

As analises microscopicas foram feitas no microscopio
eletronico de varredura da marca Philips modelo LX30 do
Centro de Ciéncias e Tecnologia de Materiais do IPEN.
Empregou-se o software ImageJ® 1.46f para determinar o
tamanho médio das nanoparticulas, aplicando um modelo de
fit gaussiano pelo Origin 8.

Resultado Obtidos

Em testes iniciais, verificou-se que se adicionando
HAUCI4 e 5-ALA em solugdo aquosa e submetendo-se esta
solucdo a irradiacdo com lampada de xendnio, ocorre uma
mudanca de cor na solugdo que é o indicativo de formacéo
de uma solucéo coloidal. Na figura 1, observa-se picos de
absor¢do em ~ 540 nm devido a SPR (ressonancia dos plas-
mons de superficie), indicando a formagao de nanoparticulas
de ouro.
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Figura 1: Espectros de absorcdo das solugdes de 5-
ALA:AuNPs, com diferentes tempos de iluminagao.

O 5-ALA possui os grupos carboxila (-COOH) e amino

(-NH») em sua estrutura, assim como os aminoacidos. Desta
forma os grupos amino e carboxila, sdo importantes na
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estabilizacdo e na redugdo de metais.
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Figura 2: Grupos carboxila e amino da estrutura do 5-
ALA e possiveis interagBes com ouro.

Foram feitos estudos usando o laser, com a intengdo de
modificar o formato das nanoparticulas.

Diferentes parametros foram estudados, como tempo de
irradiacdo, energia ¢ duragdo temporal.

Figura 3: Sistema de irradiagdo com laser de pulsos
ultracurtos e diferentes solu¢des obtidas.
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Figura 4: Espectros de absor¢do das nanoparticulas; (a)
irradiadas com tempos de 0 a 32 minutos; (b) com
variacdo de energia do laser; (c) diferentes valores de
duragdo temporal (laser: 800 nm, taxa de repeticdo de
1kHz).

Foram feitas as microscopias eletronicas de
transmissdo para as amostras das solugdes. Observou-se
a formacdo de particulas esféricas de tamanhos entre 10
e 20 nm, para as solugdes que foram iluminadas com a
fonte de xenonio somente, ¢ em formato de bastdo para
as solugdes que foram irradiadas com laser de pulsos
ultracurtos.

Figura 5: (a) Microscopia eletronica no MET da soluggo
de 5-ALA:AuNPs em formato esférico, (b) 5-
ALA:AuNPs irradiadas com laser de pulso ultracurtos.

Discussao

Os resultados apresentados mostram a sintese verde
de nanoparticulas de ouro com 5-ALA e PEG.

O uso do laser de pulsos ultracurtos levou a formagao
de nanoparticulas de formato de bastdes.

A focalizacdo do laser gera uma camada de vapor ao
redor do plasma, que esmaece resultando em uma
mudanca brusca de temperatura local, seguida do
aumento da camada de vapor e a formagdo de bolhas de
cavitagdo. As bolhas de cavitagdo colapsam e
nanoparticulas menores sdo liberadas no liquido.
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Imediatamente apds a ablagdo, as particulas menores se
aderem formando particulas maiores (ripening), que leva
a formagao dos bastdes.

Conclusao

A sintese verde de nanoparticulas de ouro utilizando
o acido 5-aminolevulinico (5-ALA), PEG e a luz, foi
possivel. A iluminagdo com luz branca de xendnio, foi
fundamental para a formagao de nanoparticulas, pois a
luz aquece e fornece fotons a solugéo.

O PEG funcionou como agente capeante, pois
envolveu as nanoparticulas evitando que estas se
aglomerassem, dando mais estabilidade e tornando-as
organicamentes soliveis e biocompativeis. Sem a
presenca do polietilenoglicol, o [Au (OH)4]" domina a
especiacdo, o processo de nucleacdo prossegue
lentamente e as nanoparticulas tendem a ser maiores.
Quando o PEG ¢ incorporado a solugdo de 5-ALA:Au,
atua como um microambiente facilitador do transporte de
cargas.

O uso do laser de pulsos ultracurtos foi importante
para a modifica¢do do formato das nanoparticulas, pois
alguns estudos demonstraram que nanoparticulas em
formato de bastdes, tem absor¢do na regido da janela
optica do tecido bioldgico e desta forma a luz aplicada
em PDT teria maior profundidade de penetragdo no
tecido, melhorando as propriedades fotodindmicas. As
nanoparticulas 5-ALA:AuNPs com formato de bastdes,
podem ser utilizadas para aplicagdes em terapia
fotodinadmica, pois o ouro potencializa a agdo do 5-ALA,
que ja é utilizado como farmaco, ¢ o formato modificado
permite que um o comprimento de onda do laser utilizado
na PDT seja maior e atinja o tecido.
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