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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo analisar a viabilidade da utilizacao de
nanoparticulas cintiladoras de sulfato de bario dopado com térbio (BaSO.:Tb) na
Terapia Fotodinamica Ativada por Raios X (X-PDT). Para isso, as nanoparticulas
foram sintetizadas e caracterizadas quanto a sua morfologia e distribuicao de
tamanhos. Além disso, foram realizadas medidas de radioluminescéncia na
presenca e na auséncia do fotossensibilizador Rosa Bengala, analises do
espectro de absorcdo do fotossensibilizador e avaliagdes da producido de
espécies reativas de oxigénio. Os resultados mostraram que as nanoparticulas
apresentaram morfologia poliédrica, tamanho médio de 34 + 8 nm, com certa
polidispersidade. Observou-se ainda a sobreposi¢cao entre a banda de absorcao
da Rosa Bengala e a emissao de radioluminescéncia das nanoparticulas,
resultando em uma eficiéncia de transferéncia de energia de 86%.
Adicionalmente, verificou-se a formagao de oxigénio singlete, importante espécie
reativa associada ao mecanismo da terapia fotodinamica. Conclui-se que as
nanoparticulas de BaSO.:Tb constituem candidatas promissoras para aplicacées
em X-PDT, sendo necessarios estudos futuros para avaliar sua eficacia e
seguranca em sistemas bioldgicos.



ABSTRACT

This work had as its main goal the analysis of the viability of using terbium-
doped barium sulfate scintillating nanoparticles (BaSO.:Tb) in X-ray-activated
photodynamic therapy (X-PDT). To achieve this goal, the nanoparticles were
synthesized and characterized according to their morphology and size
distribution. Furthermore, radioluminescence in the presence and absence of the
photosensitizer Rose Bengal, as well as the production of reactive oxygen
species, were also analyzed. Our results showed that the nanoparticles had a
mean size of 34 £ 8 nm, with some degree of polydispersity. An overlap between
the absorption band of Rose Bengal and the radioluminescence emission of the
nanoparticles was also observed, resulting in an energy transfer efficiency of
86%. Additionally, the formation of singlet oxygen, an important reactive oxygen
species involved in the mechanism of photodynamic therapy, was confirmed.
These findings indicate that BaSO.:Tb nanoparticles are promising candidates
for applications in X-ray-activated photodynamic therapy (X-PDT). However,
further studies are required to evaluate their efficacy and safety in biological
systems.
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1. Introducgao

Cancer é o nome dado a um grupo de mais de 200 doengas caracterizadas
pelo crescimento desordenado de células. Ele ocorre quando o DNA celular
sofre alteragcbes (mutagdes), levando essas células a se multiplicarem de forma
acelerada, a ignorarem os sinais de morte celular programada e a invadirem
tecidos e 6rgaos saudaveis.

Os indices relacionados a essa doenca sao alarmantes nos dias atuais:
estima-se que uma em cada cinco pessoas ao redor do mundo desenvolvera
cancer ao longo da vida. O alerta é da International Agency for Research on
Cancer (IARC), entidade vinculada a Organizacdo Mundial da Saude (OMS).
Além disso, a OMS informou que a incidéncia de novos casos de cancer no
mundo devera passar de 20 milhdes em 2022 para 35,3 milhdes em 2050,
representando um aumento de 77%. A prevencado da doenga representa um
dos maiores desafios da saude publica global. Diante desse cenario,
investimentos e pesquisas voltados ao tratamento do cancer tém se intensificado
em escala mundial.

Os raios X sao o elemento chave para o desenvolvimento de exames de
imagem, analise de materiais e tratamentos médicos. Sua principal aplicagdo no
tratamento de cancer, a radioterapia (RT), consiste no uso dessa radiacao para
promover danos nos tecidos tumorais, culminando na morte destes tecidos.
Embora os raios X possam danificar fatalmente as células tumorais, eles também
apresentam toxicidade para o tecido normal. Portanto, € muito importante
encontrar um equilibrio entre inibir o crescimento do tumor e reduzir os efeitos
colaterais no tecido normal, controlando a dose de radiacdo administrada aos
pacientes.

Outra opcao de tratamento existente nos dias atuais é a Terapia Fotodinamica
(PDT), que consiste no uso de fotossensibilizadores, que serao ativados por luz
de um comprimento de onda apropriado (geralmente entre 400 nm a 800 nm),
para emitir energia, produzindo espécies reativas de oxigénio (ROS) citotoxicas,
que culminarao na morte celular (apoptose).

Em comparagdo com a radioterapia, a terapia fotodindmica apresenta-se
como uma alternativa menos invasiva, com menores efeitos colaterais e menores
danos aos tecidos saudaveis. Entretanto, a luz utilizada na PDT penetra
consideravelmente menos no organismo, representando a principal limitacéo
dessa terapia, fazendo com que seu uso seja possivel apenas para tratamento
de tumores mais superficiais.



Nas ultimas décadas, o desenvolvimento da nanotecnologia permitiu que se
estudasse mais a fundo o comportamento de cintiladores e suas aplicagdes.
Uma delas gerou a Terapia Fotodinamica Ativada por Raios X (X-PDT), técnica
que consiste em uma unidao dos mecanismos utilizados na radioterapia e na
terapia fotodinamica convencional, usando raios X, que possuem maior poder
de penetracdo que a luz visivel, para excitar os nanocintiladores, dando inicio ao
processo que ocorre na PDT.

Desse modo, a X-PDT apresenta-se como uma alternativa promissora por
intensificar e concentrar o tratamento em locais especificos do organismo,
diminuindo os efeitos colaterais causados pela interacdo da radiagdo com os
tecidos sadios e permitindo o tratamento em tumores mais profundos.



2. Objetivo

Atualmente, diversas combinagdes entre materiais cintiladores e
fotossensibilizadores tém sido investigadas visando ao desenvolvimento de
sistemas para terapia fotodindmica ativada por raios X (X-PDT) com baixa
toxicidade, elevada eficiéncia de conversdo de energia e maior eficacia
terapéutica. Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar a
viabilidade da utilizagcdo de nanoparticulas cintiladoras de sulfato de bario
dopado com térbio (BaSO.:Tb) como cintiladores para X-PDT. Para isso, foram
avaliadas a interagao entre as nanoparticulas e o fotossensibilizador Rosa
Bengala, a eficiéncia da transferéncia de energia e a capacidade do sistema em
gerar oxigénio singlete sob irradiagao por raios X.



3. Fundamentagao Tedrica

3.1 A nanotecnologia

A nanociéncia constitui o ramo da ciéncia dedicado ao estudo dos fendbmenos,
das propriedades e das estruturas em escala nanométrica. A partir desse
conhecimento, surge a nanotecnologia, que corresponde a aplicagdo pratica
desses principios por meio da manipulacédo de atomos e moléculas para o
desenvolvimento de materiais, dispositivos e sistemas com propriedades fisico-
quimicas inovadoras, muitas vezes distintas daquelas observadas em escala
macroscopica.

3.1.1 Contexto historico

Quando nos referimos a histéria da nanotecnologia, um dos nomes mais
citados é o do fisico Richard Feynman, ganhador do prémio Nobel de 1985. Isto
ocorre em decorréncia de uma famosa palestra ministrada pelo fisico durante o
encontro da Sociedade Americana de Fisica, em dezembro de 1859, na qual
sugeriu que nao haveria limites fisicos para, por exemplo, se escrever na cabeca
de um alfinete, sugerindo que “havia muito espago la embaixo”, frase que
relaciona-se com o titulo de sua palestra: “There’s plenty of room at the bottom”,
expondo assim suas percepcdes sobre o assunto. E importante ressaltar que
Feynman nao foi o primeiro a pensar sobre essa possibilidade, mas contribuiu
fortemente para a difusdo dessa ideia. [1]

O termo “nanotecnologia” aparece pela primeira vez em artigo intitulado “On

the Basic Concept of ,Nanotechnology™ (O conceito basico de Nanotecnologia),

publicado pelo professor Norio Taniguchi, em 1974. [1]

Considerando-se os processos quimicos, fisicos e bioldgicos que ocorrem na
natureza, € possivel identificar a presenga da nanotecnologia em periodos
remotos da histéria da humanidade. Ha aproximadamente 4000 anos A.C., os
alquimistas egipcios utilizavam o "elixir de ouro" para estimular a mente e
restaurar a juventude. O famoso "elixir" da longa vida, era constituido na
realidade por particulas de ouro em suspensao com tamanho da ordem de 1-
100nm. Além disso, misturas do tipo nanoparticula e vidro, eram utilizadas na
Europa para colorir os vitrais das igrejas medievais, sendo o ouro a nanoparticula
comumente utilizada [2].

Embora a manipulagao da matéria em escalas atbmica e nanométrica ja fosse
algo possivel e realizado, sua comprovagao por meio de experimentos praticos
ainda dependia do avango de técnicas avancadas de microscopia. Em 1981,

houve a invengao do microscoépio de tunelamento por varredura (STM, do inglés
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scanning tunneling microscope) pelos cientistas Gerd Binning e Heinrich Rohrer
na IBM. A descoberta permitiu o imageamento bidimensional de superficies
condutoras com resolugao atdbmica, e ambos os pesquisadores foram agraciados
com o prémio Nobel de Fisica em 1986 pela importante descoberta. Alguns anos
depois, Binning e colaboradores desenvolveram o microscépio de forga atdbmica
(AFM, do inglés “atomic force microscope”), que ndo demanda utilizagao de
corrente elétrica no imageamento e possibilita varrer qualquer tipo de superficie,
fosse ela condutora elétrica ou nao.

Desde entdo, muito se tem avancado no desenvolvimento de técnicas e
tecnologias empregadas na formacgado e caracterizacdo de diversos tipos de
nanoestruturas, bem como em investigagdes sobre muitas de suas interessantes
propriedades e potenciais aplicacdes.

3.1.2 A escala nano

O prefixo “nano” vem do grego “nannos” (anao) e pode ser utilizado em
conjunto com qualquer unidade de medida, significando um bilionésimo dessa
unidade. Assim, um nandémetro equivale a um bilionésimo de um metro (10°° m);
um nanossegundo equivale a um bilionésimo de um segundo (10° s), e assim

por diante.
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Figura 1: Comparacao dimensional entre diferentes nanomateriais e estruturas bioldgicas.

Fonte: Sanfelice et al. (2022)
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A Nanociéncia € a ciéncia que estuda os materiais que possuem ao menos
uma dimensdo dentro da escala nanométrica, entre 1 e 100 nm, e a
Nanotecnologia diz respeito ao estudo de suas aplicagdes tecnologicas. Dessa
forma, materiais que apresentam ao menos uma de suas dimensdes dentro
desse intervalo sdo classificados como nanomateriais e suas respectivas
propriedades cujos processos de manipulagdo, sintese e caracterizagdo sao
partes fundamentais para esses estudos.

Vale ressaltar que o intervalo de tamanho apresentado n&o € um consenso
entre os pesquisadores na area, uma vez que materiais que possuem dimensdes
de tamanhos um pouco maiores aos apresentados podem apresentar
propriedades semelhantes. [3]

A figura 1 ilustra alguns dos materiais pertencentes a nanoescala,
comparando-os com materiais volumétricos (fora da nanoescala).

3.1.3 Por que nano?

Materiais que ndao possuem nenhuma dimensao na escala nanométrica séo
frequentemente chamados de material volumétrico, traducéo do termo em inglés
“bulk material”. Em tais materiais, fatores como tamanho e formato né&o
interferem em suas propriedades fisicas.

Ja os nanomateriais apresentam algumas propriedades fisicas, quimicas,
Opticas e elétricas diferentes em relagao aquelas apresentadas pelos mesmos
materiais na macroescala. Isso ocorre devido aos efeitos quanticos e de
superficie, pois estes tornam-se mais significativos em materiais com dimensdes
menores, aproximando-os ao tamanho de atomos e moléculas. [2]

Uma das propriedades mais marcantes dos nanomateriais € o aumento da
area superficial, que resulta em um aumento da razdo entre area superficial e
volume. Como consequéncia, tem-se uma maior reatividade (em razdo da maior
energia de superficie do material) e uma maior velocidade de uma reacéo
quimica, pois ha maior area disponivel para contato entre as particulas.

A forma como os nanomateriais interagem com as ondas eletromagnéticas
também difere do comportamento dos materiais volumétricos. Na nanoescala,
os efeitos quanticos tornam-se significativos, gerando fenbmenos opticos e
eletrénicos unicos, como o confinamento quantico em nanoparticulas
semicondutoras. Sao justamente essas peculiaridades que tornam a
nanotecnologia uma area tdo promissora para a ciéncia moderna.

12



Cubo de 1 cm de aresta
Area superficial total = 6 cm? Area total = 60 cm?
Volume de 1 cm?

Cubos de 1 mm de aresta

Cubos de 1 nm de aresta
Area total = 60 milhdes cm?

3
Volume de 1 cm Volume de 1 cm?

Figura 2: llustragdo do aumento significativo da razéo entre area superficial e volume de um
cubo com aresta inicial de 1 cm, apos sua subdivisdo em cubos menores com arestas de 1mm
e 1nm. Em todas as situagdes, o volume total permanece constante, igual a 1 cm?®.

Fonte: Sanfelice et al. (2022)

3.2 Técnicas de nanocaracterizacao

As técnicas de nanocaracterizacdo sao essenciais para visualizar os
nanomateriais, compreender sua estrutura, morfologia, tamanho, composigéo e
estado de aglomeragdo. Seu desenvolvimento é essencial para o
desenvolvimento de aplicagdes para os nanomateriais.

3.2.1 Microscopia eletrénica de transmissao

O microscopio eletronico de transmissao (MET) utiliza um feixe de elétrons
de alta energia ao invés da luz visivel, como ocorre nos microscopios opticos.
Esse feixe de elétrons é acelerado e focalizado na amostra por lentes
eletromagnéticas, minimizando distorgdes e ampliando a imagem resultante.

O MET pode ser utilizado com o objetivo de produzir imagens ampliadas e de
alta resolugao de particulas muito pequenas, permitindo a visualizacdo de seu
formato, tamanho e disposicéao.

3.2.2 Espectroscopia de absorg¢ao no ultravioleta-visivel (UV-Vis)

A espectroscopia de absorgédo no ultravioleta-visivel (UV-Vis) € uma técnica
que permite medir a quantidade de luz absorvida (absorbancia) por uma amostra
em diferentes comprimentos de onda. Ela funciona com base no principio da
absorcdo de luz e das transi¢cdes eletrbnicas: quando a luz UV ou visivel
atravessa uma amostra, certos comprimentos de onda sao absorvidos,

dependendo da estrutura do composto. De acordo com a lei de Beer-Lambert,
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a absorbancia aumenta com a concentragao, permitindo andlises quantitativas
precisas.

3.2.3 Radioluminescéncia

A radioluminescéncia ou cintilagdo € o processo de luminescéncia com o
estimulo de radiacao ionizante. Dessa maneira, ao medir a radioluminescéncia
de um material cintilador, por exemplo, pode-se compreender o espectro e a
intensidade de emissao da luz visivel. Essa emissao ocorre pois a radiagao
transfere energia para os elétrons do material, que passardo a ocupar um nivel
de energia mais elevado e depois retornardo ao seu estado fundamental
liberando a diferenca de energia em forma de fétons.

O equipamento para medir o espectro de radioluminescéncia consiste em um
tubo de raios X acoplado a um espectrofotdmetro. Ao incidir na amostra, o feixe
de raios X causa a emissao da radioluminescéncia que, por sua vez, é coletada
por uma fibra 6tica e direcionada ao espectrofotdmetro.

3.2.4 Espectroscopia de Fluorescéncia

O fluorimetro € um equipamento utilizado para quantificar a emissao de
fluorescéncia de uma amostra apds sua excitacdo por uma fonte de radiagao
luminosa. Ao retornarem ao estado fundamental, as moléculas excitadas emitem
fétons cuja intensidade é diretamente proporcional a concentragédo da substancia
de interesse na solugdo. Devido a sua elevada sensibilidade, essa técnica é
ideal para detectar concentragcbes de compostos fluorescentes.

3.3 Fotossensibilizador

O fotossensibilizador (PS) € uma molécula que quando submetida a uma
fonte de luz com comprimento de onda em uma faixa especifica, em geral na
regido do visivel, € capaz de absorver energia, sendo excitada para seu estado
singlete.

Uma vez no estado singlete, pode retornar ao seu estado fundamental por
meio de duas maneiras diferentes: por fluorescéncia (processo rapido, nao
envolve mudancga de spin, sem estagio intermediario), ou sofrer um processo de
inversao de spin denominado cruzamento intersistemas, indo para o estado
triplete excitado [4] (estado intermediario) e retornando ao estado fundamental
por meio da perda de energia por fosforescéncia (processo lento, envolve
mudanca de spin) ou pela transferéncia de energia ou carga para moléculas do
substrato. Isso porque no estado triplete (que tem um tempo de vida longo), a
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molécula tem tempo suficiente para colidir ou interagir com o meio, transferindo
sua energia ou elétrons para moléculas vizinhas (substrato). Esses dois ultimos
processos sao resposavel por produzir espécies reativas de oxigénio que
causam danos em tecidos biolégicos e podem levar a morte das células de
cancer o tratamento de PDT e X-PDT.

Os fotossensibilizadores podem ser categorizados por algumas estruturas
basicas, tais como porfirina, clorinas e ftalocianina. Também podem ser divididos
em diferentes geragbes de acordo com as suas capacidades funcionais, sendo
primeira, segunda e terceira geragao. [5]

Para um fotossensibilizador ser ideal para a x-pdt, sua faixa de absorcao deve
ser analisada, preocupando-se com um “quenching” adequado, isto é, analisar
se a absorbancia do fotossensibilizador corresponde com a faixa de emissao do
cintilador, fazendo com que a combinacéo desses dois materiais seja efetiva.

3.4 Cintiladores

Cintiladores sdo materiais que conseguem transformar a energia de radiagdes
ionizantes (como raio-X, raio gama, particulas alfa ou beta) em luz visivel. O
processo de cintilagdo em semicondutores e isolantes ocorre fundamentalmente
em trés estagios sucessivos: conversao, transporte e luminescéncia. No primeiro
estagio, a interagdo com a radiagdo X promove a geragdo de multiplos elétrons
e lacunas livres nas camadas atdbmicas internas, majoritariamente via efeito
fotoelétrico e efeito Compton. Em seguida, o preenchimento dessas lacunas
internas se da por processos em cascata que incluem a emissdo de
fluorescéncia de raios X, a ejecao de elétrons Auger e a relaxagao térmica.
Durante essa fase de transporte, os elétrons e lacunas migram, respectivamente,
para a banda de condugao (ou orbital LUMO, em sistemas moleculares) e para
a banda de valéncia (ou orbital HOMO). Por fim, a radioluminescéncia é gerada
mediante a recombinagdo radiativa desses portadores de carga, que compete
com transicdes nao radiativas, sendo a eficiéncia desse processo governada
pelo rendimento quantico intrinseco do material cintilador [6]. A intensidade da
radioluminescéncia € proporcional a taxa de dose de dose de radiagao que, por
sua vez, é proporcional a fluéncia do feixe de raios X.

Em alguns casos, o material sozinho ndo possui a caracteristica de cintilador.
No entanto, devido ao processo de dopagem, isto é, adicionar certas impurezas
na estrutura cristalina de um material, ele pode se tornar um cintilador [7]. Esse
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€ 0 caso das nanoparticulas de BaSO4:Tb, foco desse estudo, que foram
dopadas com o elemento Térbio, pertencente a série dos lantanideos (terras
raras).

3.5 Diagrama de Jablonski

Assim como na PDT tradicional, a X-PDT envolve a excitacdo dos
fotossensibilizadores para diferentes estados energéticos, seguida de processos
de relaxagao e transferéncia de energia que resultam na formagéo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) [8]. As mudangas de energia envolvidas nesse
processo estdo mostradas no diagrama de Jablonski apresentado na Figura 3.

Conforme ilustrado no diagrama, os raios X excitam as nanoparticulas
cintiladoras, que passam a emitir luz em comprimentos de onda compativeis
com a absorgao do fotossensibilizador. Essa energia € transferida principalmente
por meio de transferéncia de energia por ressonancia de Foérster (FRET), um
processo nao radiativo que depende da sobreposicdo entre os espectros de
emissao do doador e absorgéo do receptor [9].

Diagrama de Jablonski
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Figura 3: Diagrama de Jablonski dos estados energéticos da X-PDT

Fonte: Lovatto et al. (2023)

A excitagdo promove o fotossensibilizador do estado fundamental S, para o
estado excitado S:, de maior energia. A partir desse estado, ele pode retornar
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ao So por emissao de fluorescéncia ou por dissipagao nao radiativa na forma de
calor. Alternativamente, pode ocorrer cruzamento intersistema para o estado
tripleto T., mais estavel e de maior tempo de vida, permitindo reacdes
fotoquimicas mais eficientes.

Nesse estado, o fotossensibilizador participa de reagdes do tipo 1 e 2,
fundamentais na PDT e na X-PDT. Na via tipo 1, ha transferéncia de elétrons
para o oxigénio, formando ROS como H:0., O.s~ e OHe. Ja na via tipo 2 ocorre
transferéncia de energia para o oxigénio triplete (30.), gerando oxigénio singlete
("0z)

3.6 Interac&o entre raios X e materiais

Os raios-X podem interagir com os materiais através de varios processos
fisicos, como: Espalhamento Rayleigh (elastico), Efeito fotoelétrico, Efeito
Compton, Producéao de Pares e Reacao Fotonuclear. Para este estudo, destaca-
se a relevancia do Efeito Fotoelétrico.

Neste processo, elétrons sédo ejetados apds a absorg¢ao dos fétons de raios
X, com lacunas correspondentes sendo geradas simultaneamente no orbital
atbmico. Subsequentemente, a lacuna é preenchida por um elétron de uma
orbita mais externa, liberando fluorescéncia de raios X. Se o féton de
fluorescéncia de raios X for absorvido por outro elétron ligado, em vez de ser
emitido pelo atomo, um elétron Auger é ejetado, o qual viaja por apenas uma
curta distancia (aproximadamente 10nm) [6]. Quando a energia dos raios X esta
abaixo de centenas de keV, o processo fotoelétrico € dominante.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Sintese das NPs de BaSO4:Tb e recobrimento com o fotossensibilizador

As nanoparticulas de sulfato de bario (BaSO.) foram sintetizadas pelo método
de coprecipitacdo quimica. Inicialmente, solugcdes aquosas contendo ions bario
(Ba#") e sulfato (SO.*") foram preparadas separadamente. Em seguida, sob
agitacao constante, as solugdes foram misturadas, promovendo a formagao de
um precipitado branco de BaSO. devido a sua baixa solubilidade em agua. Apés
a precipitacdo, o material foi submetido a etapas de lavagem por centrifugacao
para remocao de impurezas e, posteriormente, seco a 80 °C em forno a vacuo
para a obtencdo das nanoparticulas.

A dopagem das nanoparticulas de BaSO. com ions térbio (Tb*") foi realizada
durante a sintese. Para isso, os ions Tb*" foram adicionados a solu¢ao contendo
os ions Ba?" antes da etapa de precipitacdo. Durante a formagao do BaSO., parte
dos ions Tb?* foi incorporada a estrutura cristalina do material hospedeiro,
ocupando posi¢des proximas aos dos ions Ba?'.

Apés a sintese das nanoparticulas de BaSO.:Tb, o fotossensibilizador Rosa
Bengala (RB) foi incorporado por adsor¢do superficial. Para isso, as
nanoparticulas foram dispersas em um solvente apropriado e misturadas com
uma solucado de RB sob agitagdo continua. Em seguida, o excesso de RB nao
adsorvido foi removido por etapas sucessivas de centrifugacéo e lavagem.

4.2 Caracterizagao morfoldgica e estrutural das NPs

A morfologia e tamanho das amostras foi analisada por meio da
microscopia eletrénica de transmissdo (MET) no microscépio modelo JEOL-
JEM-100 CXII com feixes de elétrons de 100 kV. O ensaio permitiu quantificar
o tamanho médio, mapear a distribuicao de tamanho e identificar o formato,
além de verificar a existéncia de poros na estrutura do material. As amostras
foram gotejadas sobre um graticulo de cobre coberta com um polimero
condutor e submetido a um processo de secagem a temperatura ambiente.
As imagens resultantes foram processadas usando o software Image-J.

4.3 Determinacao dos espectros de emissao das NPs de BaSO,4:Tb
As medidas de cintilagao/radioluminescéncia (RL) foram realizadas
com um tubo de raios X (Magnum, Moxtek, EUA), operando a 48 kVp e 0,2

mA. A luz emitida foi coletada usando um espectrometro Ocean Optics
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(USB4000) acoplado a uma fibra Optica e processada com o software
SpectraSuite.

4.4 Medigao da absorbéancia do fotossensibilizador Rosa Bengala (RB)

Essa medicao foi feita com o auxilio da técnica de espectroscopia de absorgao
no ultravioleta-visivel (UV-Vis) usando o espectrofotémetro Ultrospec 2100 pro
(Amersham Pharmacia).

4.5 Mensuracéao dos espectros de emissao das NPs de BaSO,: Tb@RB

As medidas de cintilagdo/radioluminescéncia (RL) das NPs de
BaSO4:Tb@RB foram realizadas da mesma maneira que as medidas das NPs
de BaSO4:Tb, descrito no item 4.3.

4.6 Avaliagao da produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

A produgédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi avaliada por meio da
medi¢ao da fluorescéncia de uma solugdo contendo agua, etanol, DPBF e
nanoparticulas de BaSO..Tb@RB (BaSO.:Tb recoberto com Rosa Bengala),
além de um grupo controle: contendo agua, etanol, DPBF e nanoparticulas de
BaSO0.:Tb, sem a funcionalizagdo com PS.

Para essa avaliagao, as amostras foram irradiadas com diferentes doses de
raios X. Em seguida, utilizando um fluorimetro, foi determinada a intensidade de
fluorescéncia de cada amostra. As variacbes observadas na intensidade de
fluorescéncia foram utilizadas como indicativo da formagao de espécies reativas
de oxigénio. As medidas de fluorescéncia foram realizadas em um
espectrofluordbmetro Hitachi F-7000, equipado com uma lampada de arco de
xenbnio de 150 W e um tubo fotomultiplicador operando a 700 V, utilizando-se
uma cubeta de quartzo.
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5. Resultados e discussao

5.1 Tamanho e morfologia

As imagens obtidas com o microscopio eletrbnico de transmissao,
representadas na Figura 4, permitiram a obtencdo de alguns dados sobre as
NPs. E possivel observar uma morfologia predominantemente poliédrica e
facetada, apresentando formatos irregulares, com algumas nanoparticulas
apresentando contornos bem definidos e outras exibindo contornos menos
regulares. O tamanho das NPs ndo € uniforme, aproximando-se de 34 (34+
8,13) nm, o que indica certa polidispersidade.

a)

Figura 4 (a, b, c, d): imagens de MET das NPs recém sintetizadas

Observam-se, em algumas regides, aglomerados de NPs, caracterizados por
elevadas concentragdes, evidenciadas pelo tom mais escuro nessas areas das
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imagens, provavelmente associados ao processo de secagem. Além disso, é
possivel identificar a presenca de poros na estrutura das NPs, visualizados como
pontos claros dentro das nanoparticulas, distribuidos de maneira heterogénea,
uma vez que nem todas apresentam a mesma quantidade e o mesmo tamanho
de poros.

5.2 Absorbancia da RB e RL das ScNPs

1400 + —RLBasO4Tb ] | 49
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Figura 5: Grafico da absorbancia do RB e da RL de BaSO.:Tb

A respeito das medidas de absorbancia da Rosa Bengala e da
Radioluminescéncia das ScNPs de BaSO.:Tb, foi montado grafico da Figura 5.

Em azul, observa-se a intensidade de absorcdo de luz em diferentes
comprimentos de onda pela RB, medida em unidades arbitrarias (u.a.). Os
valores, que estao contidos no intervalo entre 0,0 u.a. (valor mais baixo) e 1,0
u.a. (maior valor de absorg&o) sdo diretamente proporcionais a quantidade de
luz absorvida por esse fotossensibilizador.

Desse modo, ao analisar a curva em azul, conclui-se que a absor¢ao mostra-
se mais significativa para fétons com comprimentos de onda entre 520 e 570
nm, que corresponde as cores proximas ao verde e ao amarelo/laranja; ela ainda
ocorre para valores um pouco maiores ou menores do que esse intervalo, porém
com menor intensidade. Além disso, o pico de absorgéo (valor mais alto), com
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intensidade de 1 u.a., encontra-se no ponto de comprimento de onda igual a 550
nm, que corresponde ao verde. H4 também um pico secundario, na faixa dos
500 nm. Para luz com comprimentos de onda maiores que 600nm, a absorcéo
aproxima-se ao valor de 0,0 u.a.. Tal fato pode ser explicado pelo fato de que o
Rosa Bengala é um corante rosa, logo, possui um comportamento de reflexao
seletiva: reflete a luz vermelha e, em menor intensidade, uma mistura do
espectro que inclui o violeta/azul para criar a tonalidade rosa.

Em preto, tem-se a medi¢cdo radioluminescéncia (RL) das nanoparticulas
cintiladoras (ScNPs) de BaSO.:Tb. Ao serem excitadas por raios X, essas ScNPs
emitem luz no comprimento de onda da luz visivel e a intensidade em que cada
comprimento de onda é emitido esta representada no grafico, com medidas que
variam de 0 u.a. até 1300 u.a..

Realizando uma analise da curva preta, é possivel identificar uma banda de
emissdo predominante na regido de comprimento de onda de 545 nm,
correspondente a cor verde, com intensidade de 1300 u.a.. Além disso, existem
picos secundarios nas regides de 480 nm, 580 nm e 630 nm, com intensidades
de 300 u.a., 200 u.a. e 100 u.a., respectivamente. A emissdo predominante (em
545nm) possui intensidade mais de trés vezes maior que o emissao do maior
pico secundario (480 nm), 0 que a torna mais expressiva e consideravel.

A intensa emissao na regido dos 545 nm é explicada pela presenca do Térbio
(ion Tb3"), dopante responsavel pela cintilagdo, na matriz cristalina das ScNPs.
Ele € um elemento bem conhecido e apresenta picos de emissdes caracteristicos
devido as transi¢des que ocorrem em °D4 — ’F; (j=0-6). Dentre essas emissdes,
a mais intensa é a °D4 — 'F5 que ocorre na regido 540-555 nm, referente a
emissao no verde [10, 11]. A predominancia da banda em 545 nm, observada no
espectro de radioluminescéncia, indica que a transigéo °Ds — ’F5 € o principal
canal de emissao do Tb* nas nanoparticulas sintetizadas.

Analisar os espectros de absorbancia da RB e a RL das NPs de BaSO.:Tb é
essencial para concluir se uma conjugacéo seria viavel. Como destacado, o
BaSO..Tb emite intensamente na regido dos 545 nm, enquanto o grafico da
absorbancia da RB possui um pico na regido dos 550 nm. Ambos os picos
coincidem, indicando que, na conjugacao, a RB sera capaz de absorver a maior
parte da luz que as ScNPs emitirem, gerando menor perda de energia e maior
eficiéncia no processo, gragas a sobreposigao apresentada nesse grafico.
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5.3 RL das NPs de BaSO4: Tb@RB (funcionalizadas)

Apods o recobrimento das nanoparticulas de BaSO.:Tb, mediu-se a RL das
NPs de BaSO.. Tb@RB, cujos resultados estdo apresentados na Figura 6. Os
valores, expressos em unidades arbitrarias (u.a.), distribuem-se
aproximadamente entre 0 e 7000 u.a.

A curva vermelha representa a RL das ScNPs de BaSO..Tb. Quando
excitadas por radiagao ionizante, essas nanoparticulas emitem luz em diferentes
comprimentos de onda, e a intensidade correspondente a cada emissao
encontra-se representada na Figura 6. Esses resultados ja foram apresentados
e discutidos anteriormente, no item 5.2.

A curva preta corresponde a RL das NPs de BaSO.. Tb@RB, isto €, ScNPs
apos o recobrimento com a RB. Nesse caso, os valores obtidos situam-se no
intervalo de 0 a aproximadamente 800 u.a. Observa-se que a banda de emissao
predominante e os picos secundarios permanecem nos mesmos comprimentos
de onda verificados antes do recobrimento, porém com intensidades
significativamente menores.

A reducgdo da intensidade de emissdo pode ser utilizada como evidéncia da
transferéncia de energia da cintilagdo para o fotossensibilizador, presente
apenas na amostra representada pela curva preta. A maior parte da luz emitida
pelas nanoparticulas foi absorvida pela RB adsorvida em sua superficie, uma
vez que os espectros de absorcdo da RB e de RL das ScNPs de BaSO.
apresentam sobreposicdo, conforme discutido no item 5.2, favorecendo o
processo de transferéncia de energia.

A eficiéncia de transferéncia de energia (n) foi calculada segundo a expressao:
n=(1-1Ips/Ip)*x100 [12]

em que Ip, representa a intensidade do doador na presenga do aceitador e I,
representa a intensidade do doador na auséncia do aceitador. No presente
trabalho, as NPs de BaSO.:Tb sao os doadores, 0 aceitador € representado pela
RB, I, corresponde a RL integrada das NPs funcionalizadas BaSO.. Tb@RB,
enquanto I, corresponde a RL integrada das NPs de BaSO.:Tb. Vale ressaltar
que as medidas foram realizadas sob as mesmas condi¢cbes experimentais,
incluindo tempo de exposi¢ao a radiagao, posicionamento da amostra e massa
utilizada.
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Figura 6: Comparagcéo entre a intensidade da RL das NPs de BaSO.:Tb e de BaSO..Tb@RB

Os valores obtidos para a area integrada dos espectros de RL foram de 26.539
para as NPs de BaSO.. Tb@RB e 192.389 para as NPs de BaSO..Tb. A
integracdo permite avaliar a emissdo total do sistema, considerando a
contribuicdo conjunta de todos os comprimentos de onda, em vez de se restringir
a analise de valores pontuais ou de bandas especificas.

Por fim, conclui-se que a eficiéncia de transferéncia de energia do sistema é
de ~86%. Esse resultado indica que a RB absorve aproximadamente 86% da
energia convertida pelas nanoparticulas, sugerindo que aproximadamente 14%
da energia convertida pelas nanoparticulas nao foi transferida para a RB.

5.4 Geragao de espécie reativas de oxigénio (ROS) em solucdes

Como descrito na secao “Materiais e métodos”, a avaliacdo do processo de
formacédo de ROS foi feita a partir dos dados coletados por um fluorimetro e,
inicialmente, foram preparadas duas solugdes, dentre as quais uma era parte do
grupo controle.

Para essa analise, foi utilizado o 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF), uma
sonda fluorescente sensivel a presenga de espécies reativas de oxigénio.
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Quando os raios X interagem com a agua, ocorre sua radidlise, resultando na
formagao dessas espécies reativas. As ROS reagem com o DPBF, promovendo
sua degradacao oxidativa e, consequentemente, a diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia da solugédo. Dessa forma, a formagéao de oxigénio singlete pode
ser monitorada indiretamente pela reducao da fluorescéncia do DPBF, sendo a
quantidade de ROS gerada inversamente proporcional a intensidade de
fluorescéncia observada.

A primeira solugdo, pertencente ao grupo controle, era composta por agua,
etanol, DPBF e nanoparticulas de BaSO.:Tb. Essa solugao foi irradiada com
diferentes doses de raios X, e sua fluorescéncia foi monitorada apds cada
irradiagdo. Observou-se uma diminuicdo discreta da intensidade de
fluorescéncia em fungdo do aumento da dose de radiagao, sendo essa redugao
menor do que a observada para a segunda solugao, conforme apresentado na
Figura 7.

Esse comportamento pode estar relacionado a presenca das nanoparticulas,
que, devido ao elevado numero atémico efetivo proporcionado principalmente
pelo bario (Z = 56), apresentam maior capacidade de absor¢ao da radiagao X.
Dessa forma, parte da energia incidente pode ter sido absorvida pelas
nanoparticulas, reduzindo a geragédo de espécies reativas de oxigénio no meio
e, consequentemente, a degradagcao do DPBF, gerando a pequena perda de
fluorescéncia.

O objetivo pelo qual essa solugao foi preparada € mostrar que apenas as
ScNPs ndo tém a capacidade de induzir a formagao de ROS, elas apenas
converteram a energia recebida em luz. Os dados relacionados a essa solugao
estdo presentes na figura 7, representados por “NP + DPBF”, em preto.

A mesma medicao foi realizada para a segunda solugédo, composta por agua,
etanol, DPBF, nanoparticulas de BaSO.:Tb recobertas por Rosa Bengala
(BaSO. Tb@RB). Apos a exposicéo a diferentes doses de raios X, essa solugéo
apresentou um comportamento diferente da anterior: a queda da fluorescéncia
foi mais acentuada, indicando que houve maior degradagdo da sonda e maior
formacao de ROS.

Como ocorrido com a solugao um, houve também maior deposigao de energia
nas NPs de BaSO.: Tb@RB do que na agua (devido ao elevado numero atémico
efetivo) mas, dessa vez, essa energia deu inicio ao processo da X-PDT: as
ScNPs converteram a energia fornecida pelos raios X em luz no comprimento
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de onda da luz visivel para que aconteca a ativacdo do fotossensibilizador,

seguida da formacdo de ROS, nesse caso o oxigénio singlete. Assim, o DPBF

reage com o oxigénio singlete, formando um endoperdxido intermediario, que

posteriormente se decompde em 1,2-dibenzoilbenzeno (DBB) [L], causando

forte supressao da fluorescéncia do DPBF.
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Figura 7: Andlise da fluorescéncia de solugbes contendo BaSO,:Tb + DPBF e

BaSO,: Tb@RB + DPBF

Esses resultados podem ser comprovados pela analise da figura 7, em que

os dados relacionados a essa solugao estao representados apenas como “RB”,

em vermelho.
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6. Conclusao

Neste trabalho, foram sintetizadas e caracterizadas nanoparticulas
cintiladoras de BaSO.:Tb, bem como realizado seu recobrimento com o
fotossensibilizador Rosa Bengala. P6de-se analisar as medidas de absorbancia
da RB e a emissdo de RL do BaSO.:Tb. Devido a sobreposicdo observada no
grafico da Figura 5, ambas as substancias podem ser aplicadas em conjunto no
processo de X-PDT, uma vez que possibilita a transferéncia de energia das
ScNPs para o PS.

Calculou-se a eficiéncia da transferéncia de energia da cintilagdo das ScNPs
para o PS, obtendo-se o valor de 86%. Esse resultado evidencia a elevada
capacidade da RB em absorver a energia emitida pelas nanoparticulas
cintiladoras produzidas nesse estudo, indicando uma interacao eficiente entre
os componentes do sistema. Comprovou-se também a geragdo de ROS em
solugdes contendo as ScNPs recobertas pelo PS (BaSO.. Tb@RB), confirmando
a hipdtese proposta e ampliando as possibilidades de combinagao entre
nanoparticulas e fotossensibilizadores para aplicaggo em X-PDT. As
nanoparticulas de BaSO.: Tb@RB, responsaveis pela formagédo de ROS, podem
ser consideradas nanoparticulas funcionalizadas, uma vez que, apds o
recobrimento com RB, passaram a induzir a producdo de ROS em solugao.

Portanto, as nanoparticulas de BaSO.. Tb@RB demonstraram potencial
promissor para aplicagdo na terapia fotodindmica ativada por raios X,
combinando a eficiente absorgéo de energia dos raios X com a geragao de ROS
em estudos em solugcdo, o que pode aumentar a eficacia terapéutica em
aplicagdes no tratamento do cancer. Estudos futuros devem focar em avaliagdes
in vitro, a fim de investigar com maior profundidade sua seguranga biologica e
sua aplicabilidade clinica.
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