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RESUMO 

Nanoestruturas de ouro, esferas e bastões, foram sintetizadas para formar um sistema híbrido 

com a porfirina H2TM4PyP(OTs)4 (POR) para aplicações em terapia fotodinâmica (TFD) usando 

luz na região espectral do visível e ultravioleta próximo (UVA). Experimentos de Ressonância 

Paramagnética Eletrônica (RPE) combinados com a técnica de armadilha de spin (spin trapping) 

foram usados para detecção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e avaliação da eficiência 

destes novos híbridos como fotossensibilizadores (FS). Nossos resultados mostram que o 

sistema híbrido composto por nanobastões de ouro (AuNR) e POR é muito mais eficiente na 

geração de oxigênio singleto (1O2) que seus componentes isolados. Esta melhora significativa na 

eficiência do processo de geração de 1O2 sob luz visível é explicada por um efeito sinergético 

entre AuNR e a porfirina, onde uma rápida transferência de energia dos nanobastões de ouro 

para a porfirina produz uma grande quantidade de 1O2  seguida por sua conversão em radicais 

hidroxila. O mecanismo de geração de EROs foi investigado usando-se diferentes armadilhas de 

spins (spin traps) e supressores para espécies reativas de oxigênio. Por outro lado, 

nanopartículas esféricas de ouro (AuNP) não apresentaram efeito sinergético quando nos 

sistemas híbridos. Este efeito presente no sistema híbrido composto por POR/AuNR é atribuído 

a um aumento mais pronunciado do campo elétrico local próximo à superfície dos nanobastões 

em comparação às AuNP esféricas, quando irradiados com luz visível. Sob luz UVA, o mecanismo 

de geração de oxigênio singleto, além de transferência de energia, envolve a excitação da 

porfirina e transferência de carga de seus estados excitados para oxigênio molecular, levando a 

formação de O2-• e sua dismutação em H2O2, que em solução aquosa em pH básico produz 

oxigênio singleto. O sistema híbrido POR/AuNR foi também estudado como sensibilizador, numa 

metodologia que combina radioterapia e TFD. Radiação ionizante (raios gama, ~ MeV) foi 

utilizada para validar o modelo de amplificação da geração de EROs na presença de 

nanoestruturas com número atômico (Z) alto. Nossos resultados mostram que, sob raios gama, o 

efeito dominante é a radiólise da água formando principalmente radicais OH•, sem melhora 

aparente mediada pelas nanoestuturas de Au. Por outro lado, a porfirina POR é capaz de gerar 

oxigênio singleto sob raios gama, mostrando-se assim como um possível radiossensibilizador 

(RS).  

 

PALAVRAS-CHAVE: Terapia fotodinâmica (TFD), porfirinas, nanobastões de ouro, 

nanopartículas de ouro, espécies reativas de oxigênio, ressonância paramagnética eletrônica 

(RPE), radioterapia. 
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ABSTRACT 

Gold nanostructures, spheres and rods, were synthesized to form a hybrid system with 

porphyrin H2TM4PyP(OTs)4 (POR) for application in photodynamic therapy (PDT) using light in 

the visible and near UV (UVA) spectral region. Electron Paramagnetic Resonance (EPR) 

experiments combined with the spin trapping technique were used to detect reactive oxygen 

species (ROS) and to evaluate the efficiency of these new hybrids as photosensitizers (FS). Our 

results show that the hybrid system composed of gold nanorods (AuNR) and POR is much more 

efficient in the generation of singlet oxygen (1O2) than its isolated components. This significant 

improvement in the efficiency of the process of 1O2 generation under visible light is explained by 

a synergistic effect between AuNR and porphyrin, where a rapid transfer of energy from the gold 

nanorods to the porphyrin produces a large amount of 1O2 followed by its conversion into 

hydroxyl radicals. The mechanism of ROS generation was investigated using different spin traps 

and suppressors for reactive oxygen species. On the other hand, spherical gold nanoparticles 

(AuNP) did not present synergistic effect when in the hybrid systems. This synergetic effect 

present in the hybrid of POR/AuNR is attributed to an increase of the local electric field near the 

surface of the anisotropic nanorods in comparison to the spherical AuNP, when irradiated with 

visible light. Under UVA light, the mechanism of singlet oxygen generation, in addition to energy 

transfer, involves the excitation of POR and charge transfer of its excited states to molecular 

oxygen, leading to the formation of O2-• and its dismutation into H2O2 which in aqueous solution 

and at basic pH produces singlet oxygen. The POR/AuNR hybrid system was also studied as a 

sensitizer in a methodology that combines radiotherapy and PDT. Ionizing radiation (gamma 

rays, ~ MeV) was used to validate the amplification model of ROS generation of in the presence 

of nanostructures with high atomic number (Z). Our results show that under gamma rays the 

dominant effect is the radiolysis of the water mainly forming OH• radicals, without apparent 

improvement by the Au nanostructures. On the other hand, porphyrin POR is capable of 

generating singlet oxygen under gamma rays, thus showing itself as a possible radiosensitizer 

(RS). 

 

KEY WORDS: Photodynamic Therapy (PDT), porphyrins, gold nanorods, gold nanoparticles, 

reactive oxygen species, electron paramagnetic resonance (EPR), radiotherapy. 

 

  



iii 

 

AGRADECIMENTOS 

Agradeço aos meus pais, Marlene e Zilmar, ao meu irmão Rafael e ao meu noivo Heleno, pelo 

apoio incondicional, incentivo, carinho, companheirismo e confiança. Agradeço a Deus todos os dias por 

ter me presenteado com uma família tão abençoada e por me permitir chegar até aqui.  

Agradeço ao meu orientador, professor Klaus Krambrock, pela paciência e dedicação. Muito 

obrigada pelos ensinamentos, conselhos, discussões e pelo apoio, essenciais para a minha formação como 

pesquisadora. A sua visão aplicada da ciência é uma fonte de inspiração para todos os seus alunos. 

Agradeço aos Profs. Luiz Orlando Ladeira (meu co-orientador de coração) e Gustavo Sáfar pela 

colaboração e discussões, fundamentais para realização deste trabalho. À Prof.ª Dayse C. S. Martins e à 

Camila Monteiro (Departamento de Química) por sintetizarem os compostos estudados neste trabalho. Ao 

Prof. Roberto Moreira pelas medidas realizadas e aos demais professores do Departamento de Física pela 

contribuição à minha formação. 

Agradeço ao Jony Marques, André Lima  e corpo técnico do Hospital São Francisco pela parceria 

estabelecida para realização dos experimentos. 

Agradeço aos colegas de outros laboratórios onde pude realizar medidas, ao Érick e Loudiana do 

Laboratório de Nanomateriais pela ajuda e infraestrutura proporcionada, aos colegas do laboratório de 

espectroscopia Raman, em especial ao Rafael por sempre se prontificar em ajudar e ao Alexandre do 

Laboratório de Difração de raios X. Agradeço também ao Clóvis e Leandro da Criogenia pelo suporte, aos 

técnicos do Centro de Microscopia/UFMG e do Laboratório de Irradiação Gama do CDTN. Ao prof. Bira e às 

alunas do laboratório de Física Biólogica pela disponibilização do espaço para realização de experimentos. 

Muito obrigada a nossa querida bibliotecária Shirley, sempre muito atenciosa e gentil, e a todos os demais 

funcionários do Departamento de Física por facilitarem nossa vida acadêmica.  

A todos os colegas atuais e antigos do Laboratório de Ressonância Paramagnética, pelas boas 

conversas e pela disponibilidade em me ajudar sempre que precisei. Em especial, agradeço aos grandes 

amigos que fiz nesse período: Bruno, Daniel, Elias, Henrique, Luciano, Nina e Thiago. Muito obrigada pelas 

conversas, risadas e por terem me proporcionado momentos de extrema alegria. Agradeço aos amigos de 

longa data pela amizade duradoura: Karolline, Bárbara Costa, Helena, Bruno J. e Carlos. Muito obrigada a 

Claudilene por colaborar na síntese das amostras utilizadas e por se tornar uma grande amiga. Agradeço a 

Anna Carolina (Farmácia) pelo auxílio nas sínteses. A todos os colegas do Departamento de Física e a 

todos aqueles que contribuíram de alguma forma para este trabalho. 

 Agradeço a CAPES, CNPq e FAPEMIG pelo suporte financeiro para realização da pesquisa. 

  



iv 

 

LISTA DE FIGURAS: 

 

Figura 2.1: Diagrama de Jablonski simplificado. Adaptado [5]. ....................................................................................... 7 

Figura 2.2: Distribuição de orbitais atômicos e moleculares para o oxigênio. Adaptado [54]. .......................... 9 

Figura 2.3: Ilustração dos processos de ionização causados pelos efeitos Compton (a) e fotoelétrico (b). 

No efeito Compton, o fóton incidente é espalhado por um elétron, transferindo parte de sua energia para o 

elétron, que é ejetado do átomo (a). No efeito fotoelétrico, o fóton incidente é absorvido por elétron da 

órbita mais interna, ejetando-o de sua órbita (b). Como resultado, elétrons das orbitas externas podem 

ocupar a vacância da órbita mais interna, de forma que mais elétrons podem ser ejetados. Extraído da 

referência [36]....................................................................................................................................................................................... 14 

Figura 2.4: (a) Estrutura geral das porfirinas (nomenclatura definida pela IUPAC). (b) Estrutura da 

porfirina Verteporfin, obtida comercialmente. (c) Estrutura da porfirina H2TM4PyP(OTs)4 (POR) (fonte: 

http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.4086.html). .................................................................................... 21 

Figura 2.5: Esboço do mecanismo de crescimento dos nanobastões de ouro proposto por Orendorff e 

Murphy [92]. .......................................................................................................................................................................................... 24 

Figura 2.6: Interação de nanoestruturas de ouro com a luz incidente. O campo elétrico (E) da radiação (se 

propagando na direção K) promove a oscilação coletiva dos elétrons da banda de condução em relação ao 

núcleo positivo. A oscilação dos dipolos elétricos é ressonante com a luz incidente em uma frequência 

específica que depende da forma e tamanho. Comparação entre os modos de oscilação dos dipolos 

elétricos gerados pela interação de nanopartículas (a) e nanobastões (b) de ouro com radiação 

eletromagnética. Adaptado [20]. ................................................................................................................................................. 26 

Figura 3.1: Separação entre os níveis de energia para um elétron com S = ½ em um campo magnético B. A 

quebra da degenerescência pelo campo magnético é chamado de Efeito Zeeman. ............................................. 37 

Figura 3.2: (a) Representação do campo magnético estático e oscilante penetrantes na amostra. (b) Níveis 

de energia Zeeman para uma amostra paramagnética na presença de um campo magnéico estático e as 

transições induzidas por micro-ondas. (c) Ocupação dos níveis de energia Zeeman no equilíbrio térmico 

para T>0 dada uma distribuição de Boltzmann. Retirado da referência [114]. ..................................................... 38 

Figura 3.3: Desdobramento dos níveis de energia para espécie com S = ½ e I = 1 na presença de campo 

magnético. .............................................................................................................................................................................................. 52 

Figura 3.4: Espectro RPE do radical nitróxido TEMPOL em solução aquosa. ......................................................... 52 

Figura 3.5: (a) Projeção que define o ângulo diedral θ. Extraído da referência [118]. (b) Orientação da 

molécula do nitróxido no referencial do laboratório com os eixos principais associados aos tensores g e A 

em caso de anisotropia [117]. ........................................................................................................................................................ 54 

Figura 3.6: (a) Interação de spin trap do tipo nitroso com radical X e (b) interação de um spin trap nitrona 

com espécie radicalar, ambos resultando num radical nitróxido. ................................................................................. 59  

Figura 3.7: Interação do spin trap TEMP com oxigênio singleto, resultando num radical nitróxido. ........... 59 

Figura 3.8: Representação dos modos ressonantes dos campos magnético e elétrico numa cavidade 

retangular. .............................................................................................................................................................................................. 61 

Figura 3.9: Componentes básicos de um espectrômetro de RPE. ................................................................................. 62 



v 

 

Figura 3.10: Concentração de íons em relação à superfície de uma partícula de carga negativa em uma 

suspensão. .............................................................................................................................................................................................. 66 

Figura 3.11: Preparação das amostras para medição de RPE. ........................................................................................72 

Figura 4.1: Imagens de microscopia eletrônica de transmissão de AuNP (síntese com  citrato) (a) e AuNR 

(método com semente) (b). Histogramas com a distribuição dos tamanhos para o diâmetro de AuNP e 

comprimento e largura de AuNR. ................................................................................................................................................. 73 

Figura 4.2: Espectro de absorção UV-Vis: (a) AuNR (linha preta); porfirina H2TM4PyP(OTs)4 (POR)  em 

solução aquosa (linha vermelha); e sistema híbrido POR/AuNR (linha azul); (b) mesmos espectros 

gerados para nanopartículas esféricas de ouro (AuNP-cit e AuNP-cys) em substituição ao AuNR. 

...................................................................................................................................................................................................................... 75 

Figura 4.3: Espectros de absorção ótica para Verteporfin (linha azul) e em substituição à POR nos 

sistemas híbridos com AuNR (a). Em (b) podemos comparar as bandas Q das duas porfirinas testadas. 

Verteporfin foi solubilizada em DMSO e água deionizada, enquanto POR e AuNR estão em solução aquosa. 

...................................................................................................................................................................................................................... 76 

Figura 4.4: Espectro de absorção FTIR dos resíduos secos de 1 gota de solução aquosa de CTAB com 

diferentes concentrações (a) e curva de calibração obtida (absorbância absoluta da banda mais intensa em 

2850 cm-1 em função da concentração molar x número de gotas) (b). ....................................................................... 79 

Figura 4.5: Espectro de absorção FTIR das amostras gotejadas sobre lâminas de vidro, usando suspensões 

de AuNR recobertas com CTAB não lavada e lavada. O espectro das amostras AuNR lavados foram 

multiplicados por 5 para permitir uma comparação visual com o espectro intenso da amostra não lavada. 

...................................................................................................................................................................................................................... 79 

Figura 4.6: Espectros de RPE típicos obtidos a temperatura ambiente após iluminação em 570 nm 

contendo porfirina POR e (a) solução aquosa de TEMP ou (b) PBN em etanol/água (1:1 v/v). Espectros 

experimentais são mostrados em preto e espectros simulados (usando Hamiltoniano de spin fornecido 

pela equação 3.38) em vermelho (aduto 1), verde (aduto 2) ou azul (aduto 1 + aduto 2). .............................. 81 

Figura 4.7: (a) Curva de saturação do sinal de RPE do aduto de spin TEMP-1O2. (b) Curva de concentração 

do radical (em mM) em função da integral dupla do sinal do TEMPOL. ..................................................................... 83 

Figura 4.8: Concentração absoluta dos adutos de spin do TEMP em função do tempo de iluminação de 

solução aquosa contendo porfirina (POR), spin trap TEMP, AuNP-cit, AuNR ou uma mistura deles 

(sistemas híbridos) irradiados com luz (a) amarela (570 nm) e (c) vermelha (630 nm). As concentrações 

de todos os reagentes foram mantidas constantes. Para comparação, os mesmos experimentos foram 

realizados com a porfirina comercial Verteporfin (VER) e seus híbridos sob iluminação com luz amarela 

(b) e vermelha (d). As curvas são apenas guias. .................................................................................................................... 84 

Figura 4.9: Espectros de RPE das soluções controle iluminadas com luz amarela (570 nm): TEMP em (a), 

TEMP+AuNR em (b) e TEMP+AuNP em (c). Nas soluções dos grupos controle, as concentrações de todos 

os reagentes foram mantidas constantes. ..................................................................... .......................................................... 85 

Figura 4.10: Concentração absoluta dos adutos de spin (em µM) para PBN (a) aduto 1 (PBN) e (b) aduto 

2 (PBN-OH) em função do tempo de iluminação (570 nm). As curvas são apenas guias. .................................. 87 



vi 

 

Figura 4.11: Concentrações absolutas dos adutos de spin 1 (PBN) e 2 (PBN-OH) para POR (a) e (b); 

sistema híbrido POR/AuNR (c) e (d), com PBN na presença do supressores de OH (D-manitol) e 1O2 

(NaN3) para as amostras iluminadas com luz de comprimento de onda 570 nm. ................................................. 88 

Figura 4.12: Concentração dos adutos de spin TEMP-1O2 gerados sob iluminação com laser UV (375 nm) 

para porfirina POR, AuNR puro e híbrido POR/AuNR, em função do tempo de iluminação. ............................. 91 

Figura 4.13: Concentração dos adutos de spin TEMP-1O2 gerados sob iluminação com laser UV (375 nm) 

para porfirina POR em (a) e seu híbrido POR/AuNR em (b) na presença de supressores NaN3 (200 mM) e 

D-manitol (200 mM). ......................................................................................................................................................................... 92 

Figura 4.14: Espectros de RPE gerados sob iluminação com laser UV (375 nm) com PBN (85 mM) para 

porfirina POR, AuNR, híbrido POR/AuNR e PBN puro após 120 minutos de iluminação. .................................. 93 

Figura 4.15: Espectros RPE do aduto de spin TEMP-1O2 para porfirina POR em função da dose de radiação 

gama.  ........................................................................................................................................................................................................ 95 

Figura 4.16: Concentração do aduto de spin TEMP-1O2 para porfirina POR, AuNR, híbrido POR/AuNR e 

TEMP puro em função da dose de radiação gama. ................................................................................................................ 96 

Figura 4.17: Comparação do efeito do supressor DMSO para o aduto de spin TEMP-1O2 para porfirina POR 

pura em (a) e POR/ AuNR em (b). ................................................................................................................................................ 97 

Figura 4.18: Espectros RPE dos adutos de spin formados na presença de PBN (85 mM em solução de 

etanol e água 1:1 v/v) para porfirina POR, POR/AuNR, AuNR e PBN puro, em função da dose de radiação 

gama (a). Em (b) vemos a simulação do aduto de spin PBN-CH(OH)CH3
•

 (curva em vermelho) em 

comparação com sinal gerado pelo híbrido POR/AuNR na presença do PBN  irradiado com 100 Gy (curva 

em preto). ............................................................................................................................................................................................. 99 

Figura 4.19: Quantificação dos adutos de spin com PBN gerados por radiação gama para porfirina POR, 

AuNR e híbrido nas doses 0, 30, 50, 70, 100 Gy. ................................................................................................................. 100 

Figura 4.20: Concentração dos adutos de spin com PBN gerados por radiação gama na presença de DMSO 

para (a) porfirina POR e (b) híbrido nas doses 0, 30, 50, 70, 100 Gy. ..................................................................... 100 

Figura 4.21: Espectros RPE dos adutos de spin formados na presença de PBN (85 mM em solução de 

etanol e água 1:1 v/v) para POR/AuNR para as doses de 70 Gy com e sem DMSO (a). Em (b) vemos a 

simulação do aduto de spin PBN-CH3
•

 (curva em vermelho) em comparação com sinal gerado pelo híbrido 

POR/AuNR na presença de DMSO irradiado com 100 Gy (curva em preto). ......................................................... 101 

Figura 4.22: Concentração absoluta de adutos de spin TEMP-1O2 em função do tempo de iluminação com 

luz amarela (570 nm). Soluções aquosas contendo spin trap TEMP + porfirina (POR) e sistemas híbridos 

TEMP + POR/AuNP-cit, TEMP + POR/AuNP-cys e TEMP + POR/AuNR. A concentração de todos os 

reagentes é mantida constante. As curvas são apenas guias para os olhos. ........................................................... 106 

Figura 4.23: Concentração absoluta dos adutos de spin TEMP-1O2 para amostras iluminadas (570 nm) 

contendo concentrações diferentes de AuNR e concentração constante da porfirina POR (14,5 µM). Em (b) 

a concentração dos nanobastões se manteve constante (4,5(4) x 1012 NR/mL), enquanto variamos a 

concentração da porfirina POR. .................................................... ............................................................................................. 107 

Figura 4.24: Modelo proposto para mecanismo de transferência de energia para geração de oxigênio 

singleto pela porfirina via efeito de amplificação do campo causado pela presença de nanobastões de ouro. 

................................................................................................................................................................................................................... 109 



vii 

 

Figura 4.25: Concentrações dos adutos de spin gerados com TEMP para POR (a) e POR/AuNR em (b) na 

presença dos supressores Tiron (200 mM) e piruvato de sódio (50 mM) para as espécies O2
-• e H2O2, 

respectivamente, sob iluminação com laser UVA (375 nm) em função do tempo de iluminação. ............... 117 

Figura 4.26: Estrutura do Tiron e radical formado após interação com radical superóxido. Adaptado 

[206]. ...................................................................................................................................................................................................... 118 

Figura 4.27: Espectros RPE dos adutos gerados com TEMP na presença de H2O2 (3%) e em reação Fenton 

catalisada por íons Fe2+ (K4Fe(CN)6·3H2O - 1 mM) em função do tempo de reação (a). Intensidade do sinal 

RPE em função do tempo de reação de H2O2 (3%) na presença de TEMP em meio ácido (pH~1) e básico 

(pH~12) (b). ....................................................................................................................................................................................... 120 

Figura 4.28: Concentrações dos adutos de spin gerados, utilizando-se TEMP, para POR sob iluminação 

com laser UVA (375 nm), em função do tempo de iluminação, em comparação com soluções degasadas 

com N2 dos mesmos reagentes. ................................................................................................................................................. 124  

Figura 4.29: Estrutura da alanina e de seus radicais. O radical R1 é conhecido como radical estável e o 

radical R3 apresenta 3 formas [235]. ...................................................................................................................................... 132 

Figura 4.30: (a) Espectros RPE de l-alanina em pó irradiado com radiação gama nas doses 30 Gy, 500 Gy e 

1000 Gy. (b) Intensidade da linha central (altura pico a pico - App) em função da dose. .................................. 133 

  



viii 

 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 2.1: Interação predominante entre fótons e tecido mole em função da energia do feixe de fótons 

[70]. ........................................................................................................................................................................................................... 17 

Tabela 4.1: Constantes de reação (em s-1) dos supressores e spin traps usados com 1O2 e OH•, em solução 

aquosa [151-153] ou in vitro [154]. ......................................................................................................................................... 89

   



ix 

 

LISTA DE SÍMBOLOS E ABREVIATURAS 

TFD - Terapia fotodinâmica 

FS – Fotossensibilizador 

RPE – Ressonância paramagnética eletrônica 

AuNR – Nanobastões de ouro 

AuNP-cit - Nanopartículas esféricas de ouro recobertas com citrato de sódio 

AuNP-cys - Nanopartículas esféricas de ouro recobertas com cisteamina 

EROs -  Espécies reativas de oxigênio 

1O2  - Oxigênio molecular no estado excitado singleto 

3O2  - Oxigênio molecular no estado fundamental tripleto 

OH• - Radical hidroxila 

O2
-•- Radical superóxido 

HO2
•- Radical hidroperoxila 

H2O2 - Peróxido de hidrogênio 

RPSL - Ressonância de Plasmons de Superfície Localizados 

SERS - Espalhamento Raman Amplificado por Superfície (do inglês Surface Enhanced Raman Scattering) 

H2TM4PyP(OTs)4 (POR) - 5,10,15,20-tetrakis(N-methylpyridinium-4-yl)porphyrin tosylate salt 

TEMP - 2,2,6,6-tetramethyl-4-piperidinol 

TEMPOL - 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl 

PBN - N-tert-Butyl-α-phenylnitrone 

DMPO - 5,5-dimethyl-1-pyrroline-N-oxide 

DMSO - Dimetilsulfóxido 

FDA - Food and Drug Administration 

  



x 

 

SUMÁRIO 

1 – INTRODUÇÃO ...................................................................................................................................................... 1 

2 – REVISÃO DA LITERATURA .............................................................................................................................. 6 

2.1 – TERAPIA FOTODINÂMICA ............................................................................................................................ 6 

2.2 – RADIOTERAPIA AMPLIFICADA PELA PRESENÇA DE NANOESTRUTURAS DE OURO ..................................................... 11 

2.2.1 – Efeito Fotoelétrico ...................................................................................................................................................... 14 

2.2.2 – Espalhamento Compton ........................................................................................................................................... 15 

2.2.3 – Produção de pares ...................................................................................................................................................... 17 

2.3 – PROPRIEDADES DAS PORFIRINAS ................................................................................................................. 20 

2.4 – SÍNTESE E PROPRIEDADES ÓTICAS DE NANOPARTÍCULAS METÁLICAS (NPM) ...................................................... 22 

3 – TÉCNICAS DE CARACTERIZAÇÃO E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS ....................................... 33 

3.1 – RESSONÂNCIA PARAMAGNÉTICA ELETRÔNICA ............................................................................................... 33 

3.1.1 – Propriedades Magnéticas de Elétrons e Núcleos ........................................................................................... 33 

3.1.2 – Interação Hiperfina ................................................................................................................................................... 44 

3.1.3 – O radical nitróxido (NO•) ........................................................................................................................................ 48 

3.1.4 – Regra de seleção e taxas de transição em RPE ............................................................................................... 55 

3.1.5 – Spin trapping ou metodologia de captura de spins ...................................................................................... 57 

3.1.6 – Espectrômetro de RPE .............................................................................................................................................. 60 

3.2 – ESPECTROSCOPIA DE ABSORÇÃO ÓTICA UV-VIS ............................................................................................. 64 

3.3 – MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO .............................................................................................. 65 

3.4 – POTENCIAL ZETA ..................................................................................................................................... 65 

3.5 – ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO ........................................................................................................ 66 

3.6 – PREPARAÇÃO DE AMOSTRAS ...................................................................................................................... 67 

3.6.1 – Preparação das nanoestruturas de ouro e porfirina .................................................................................... 67 

3.6.2 – Preparação de amostras para RPE ..................................................................................................................... 70 

4 – RESULTADOS E DISCUSSÃO ......................................................................................................................... 73 

4.1 – MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO (MET) .................................................................................... 73 

4.2 – ESPECTROSCOPIA DE ABSORÇÃO UV-VIS E POTENCIAL ZETA ............................................................................ 74 

4.3 – ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO ........................................................................................................ 77 

4.4 – RESSONÂNCIA PARAMAGNÉTICA ELETRÔNICA ............................................................................................... 80 



xi 

 

4.4.1 – Ressonância Paramagnética Eletrônica das amostras irradiadas com luz na região do visível 80 

4.4.2 – Ressonância Paramagnética Eletrônica das amostras irradiadas com luz ultravioleta (UVA) . 90 

4.4.3 – Ressonância Paramagnética Eletrônica das amostras irradiadas com raios gama ....................... 93 

4.5 – DISCUSSÃO DOS RESULTADOS .................................................................................................................. 103 

4.5.1 – Híbrido POR/AuNR irradiado com luz visível ............................................................................................... 103 

4.5.2 – Híbrido POR/AuNR irradiado com ultravioleta (UVA) ............................................................................. 111 

4.5.3 – RPE de amostras irradiadas com raios gama ............................................................................................... 125 

5 – CONCLUSÕES .................................................................................................................................................. 136 

6 – REFERÊNCIAS ................................................................................................................................................. 138 

7 – ANEXOS ............................................................................................................................................................ 153 

  



1 

 

 

 

1 – INTRODUÇÃO 

A palavra câncer vem do latim e significa caranguejo, tendo recebido este nome 

possivelmente em analogia a forma de crescimento incrustado das células, semelhante à 

forma como as pernas do crustáceo se infiltra na areia para se fixar [1]. Câncer é o nome 

dado a um conjunto de doenças que apresentam em comum um crescimento 

desordenado de células que invadem tecidos e partes adjacentes do corpo, podendo 

ainda se espalhar para outros órgãos, processo denominado metástase. Estas células se 

dividem rapidamente, podendo ser muito agressivas e levando à formação de tumores 

(acúmulo de células). 

O tratamento ao câncer pode ser realizado por meio de cirurgia, quimioterapia, 

radioterapia ou transplante de medula óssea, sendo que em alguns casos duas ou mais 

modalidades podem ser combinadas para um tratamento mais efetivo.  

 Buscando-se novas alternativas ao tratamento do câncer, a terapia fotodinâmica 

(TFD) tem se mostrado uma boa opção para alguns tipos de câncer. A terapia 

fotodinâmica é uma ferramenta de tratamento minimamente invasiva que vem sendo 

usada desde o início do século XX e, desde 1993, alguns países da América do Norte e 

Europa possuem regulamentação de um composto derivativo de hematoporfirina, 

Photofrin®, para tratar pacientes com câncer de pulmão ou do trato digestivo [2]. O uso 

mais comum e aceito da TFD é para o tratamento de câncer de pele não-melanoma [3]. 

Entretanto, a TFD pode ser um aliado no tratamento aos cânceres de pulmão, bexiga, 

estômago e cervical [4] além de outras doenças não malignas em dermatologia, 

oftalmologia e cardiologia [5]. Outras lesões superficiais como foto-envelhecimento, 

acne, hidrosadenite, esclerodermia, psoríase, verrugas, leishmaniose são indicadas ao 

tratamento com TFD [6]. Inativação microbiana é também uma das aplicações 

encontradas para a terapia fotodinâmica, utilizando-se porfirinas e ftalocianinas na 

presença de nanopartículas metálicas para melhorar características foto-físicas e 

antimicrobinas [7]. 

 A TFD se baseia na combinação de três componentes essenciais: luz, oxigênio 

molecular e um fotossensibilizador (FS). Seu funcionamento consiste na aplicação tópica 

ou intravenosa de uma substância não tóxica conhecida como fotossensibilizador. Estes 

compostos podem se acumular seletivamente em tecidos tumorais [2, 8] e, então, serem 
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ativados por luz para gerar espécies reativas de oxigênios (EROs) na presença de 

oxigênio molecular, sobretudo oxigênio no estado singleto (1O2) e radicais hidroxila 

(OH•) e superóxido (O2-•), responsáveis pela morte celular [9]. A eficiência deste 

processo está associada à ativação do FS por luz visível preferencialmente na faixa do 

vermelho e infravermelho próximo (700 - 1350 nm), chamada de janela ótica para 

aplicações biológicas. Nesta região os tecidos são mais permeáveis à luz, pois gordura, 

água e hemoglobina absorvem pouca radiação, de forma que a luz consegue penetrar 

mais profundamente nos tecidos e células [8, 10]. Os fotossensibilizadores mais usados 

em TFD clínica são clorinas, ftalocianinas e porfirinas [5, 8, 11]. Neste trabalho 

focaremos nossos estudos no grupo de fotossensibilizadores formado por porfirinas. 

 As porfirinas são uma classe importante de compostos macrocíclicos de 

ocorrência natural em compostos biológicos, como o grupo heme (que contém ferro no 

interior de seu macrociclo) e a clorofila (que contém magnésio), que desempenham um 

importante papel no metabolismo de seres vivos. Porfirinas são fotossensibilizadores 

bem conhecidos por sua aplicação em TFD exibindo propriedades interessantes como 

altos coeficientes de absorção na região visível do espectro, alto rendimento quântico 

dos estados tripletos e estados excitados que apresentam vida relativamente longa (~ 1 

µs), além de baixa toxicidade na ausência de luz. Estas características tornam estes 

compostos bons candidatos para terapia fotodinâmica [5, 12].  

 Atualmente, a combinação de nanomateriais e fotossensibilizadores tem se 

mostrado uma boa alternativa para superar algumas limitações da terapia fotodinâmica, 

podendo melhorar a solubilidade dos FS em água e consequentemente sua captação 

pelas células [13-15]. Os nanomateriais possuem grande razão superfície/volume, 

proporcionando assim um acúmulo maior de FS na superfície dos mesmos e, 

consequentemente, maior deposição no tecido alvo. Além disso, a superfície de 

nanomateriais pode ser modificada com certos grupos funcionais, o que pode levar a 

uma melhora na biodistribuição e captação celular destas nanoplataformas [16, 17]. 

Neste contexto, nanoestruturas metálicas, dentre elas, as nanoestruturas de ouro 

ganham destaque também por apresentarem como característica o fenômeno conhecido 

por Ressonância de Plasmons de Superfície Localizados (RPSL), responsável pela 

amplificação do campo elétrico na vizinhança das nanoestruturas [18-20]. 
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 Nanopartículas de ouro vêm sendo estudadas desde o século XIX quando Michael 

Faraday produziu nanoesferas de ouro (AuNP) a partir da redução do ácido 

tetracloroáurico (HAuCl4) por fosfato [21]. Há grande variedade de nanoestruturas de 

ouro descritas em termos do tamanho, forma e propriedades físicas. Nanoesferas, 

nanocascas, nanobastões têm sido reportados na literatura [22], sendo que suas 

propriedades físicas e químicas estão diretamente relacionadas à geometria e tamanho 

destas nanoestruturas. Dentre as propriedades destes sistemas podemos destacar o 

fenômeno de Ressonância de Plasmons de Superfície Localizados (RPSL), que consiste 

na oscilação coletiva dos elétrons livres da nanoestrutura metálica sob excitação 

ressonante [20]. 

 Nanopartículas metálicas (NPM) têm sido utilizadas para diversos fins, dentre 

eles, podemos destacar seu uso como catalisador em reações químicas [23], métodos de 

imagem por fluorescência [24-26], sensores biológicos [27], em espectroscopia por meio 

do Espalhamento Raman Amplificado por Superfície, (SERS do inglês Surface Enhanced 

Raman Scattering) [28]. Estas nanoestruturas metálicas também são aplicadas para 

melhorar a atividade fotodinâmica para geração de oxigênio singleto, aumentando o 

rendimento dos estados tripleto do FS por meio de um efeito sinergético gerado pela 

sobreposição das bandas de ressonância plasmônicas das estruturas metálicas e das 

bandas de absorção do FS [29, 30]. Nanoestruturas de ouro, como nanoesferas e 

nanobastões de ouro, tem sido amplamente usadas, pois apresentam 

biocompatibilidade, baixa citotoxicidade e facilidade do ajuste das bandas de 

ressonância plasmônicas [10, 24, 30, 31]. Além disso, as nanoestruturas de ouro 

possuem a habilidade de se ligar a grupos funcionais como tióis e aminas, possibilitando 

mudanças na superfície do material (funcionalização), o que permite que estas 

estruturas sejam usadas para carrear substâncias para células de forma eficiente e com 

especificidade [32, 33]. 

 Além da terapia fotodinâmica, a radioterapia é amplamente utilizada para o 

tratamento de tumores profundos. Essa estratégia se torna útil uma vez que a terapia 

fotodinâmica convencional limita-se ao tratamento de lesões superficiais, devido à baixa 

penetração da luz para comprimentos de onda menores que 700 nm [8, 10]. Neste 

sentido, nanoestruturas com número atômico (Z) alto podem atuar também como 
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radiossensibilizadores potentes, melhorando o contraste entre tumor e tecido saudável, 

aumentando a dose localmente, uma vez que são excelentes absorvedores de raios X [34, 

35]. O uso de radiossensibilizadores baseia-se no fato de que alguns materiais possuem 

alta seção de choque de absorção de raios X sendo capazes de produzir fotoelétrons, 

elétrons Auger e raios X fluorescentes que podem ionizar e sensibilizar moléculas em 

meio biológico [34, 36]. A absorção pode ser melhorada significativamente ajustando-se 

a energia do feixe de radiação à energia das camadas mais internas dos elementos 

usados como radiossensibilizadores, favorecendo o efeito fotoelétrico [37]. Dentre os 

elementos com Z alto utilizados como radiossensibilizadores, podemos citar o iodo 

(Z=53) [38, 39], usado inicialmente como contraste radiográfico e, o ouro (Z=79) [34, 40, 

41] que será objeto de nossos estudos. Uma parte do nosso projeto foi dedicada ao 

estudo da atividade de nanoestruturas de ouro para geração de espécies reativas de 

oxigênio quando submetidas à radiação ionizante. 

 O objetivo deste trabalho consiste em sintetizar nanoestruturas de ouro estáveis 

para formar um sistema híbrido eficiente em conjunto com porfirinas para geração de 

EROs; identificar e quantificar as espécies geradas durante iluminação com luz visível,  

ultra violeta próximo (UVA) e radiação ionizante (raios gama), bem como estudar os 

mecanismos envolvidos nestes processos. Neste contexto, a Ressonância Paramagnética 

Eletrônica (RPE) se torna uma técnica muito apropriada para o estudo dos sistemas 

propostos, uma vez que seus subprodutos possuem elétrons desemparelhados 

(radicais). Porém, como estas espécies são muito reativas e possuem tempo de vida 

relativamente curto, empregamos um método aplicado à Ressonância Paramagnética 

Eletrônica, conhecido por armadilha de spin (spin trapping), na qual o radical (ou 

oxigênio singleto) é capturado por um composto diamagnético (spin trap), tornando-se 

um composto paramagnético mais estável e passível de detecção. Esta é uma técnica 

muito sensível na detecção de radicais e espécies reativas de oxigênio, nos permitindo 

identificar e quantificar as concentrações de EROs geradas bem como dos outros 

possíveis radicais gerados durante a iluminação [42]. 

 Avaliamos a atividade fotodinâmica da porfirina aquo-solúvel 5,10,15,20-

tetrakis(N-methylpyridinium-4-yl)porphyrin tosylate salt (H2TM4PyP(OTs)4) (POR) em 

sistemas híbridos formados pela sua adição à nanoesferas ou nanobastões de ouro. Estas 
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porfirinas foram sintetizadas em colaboração com a professora Dayse C. S. Martins 

(Departamento de Química - UFMG). Os resultados obtidos foram comparados aos 

resultados dos híbridos formados pelas nanoestruturas de ouro e Verteporfin, uma 

porfirina comercial, aprovada pela FDA (Food and Drug Administration, EUA) [43]. 

  O primeiro capítulo dedica-se a uma breve introdução sobre a terapia 

fotodinâmica e uso de nanomateriais em sistemas biológicos, enquanto que no capítulo 2 

descrevemos os aspectos referentes à aplicações e bases físicas da terapia fotodinâmica, 

radioterapia e propriedades das porfirinas, bem como uma revisão sobre a utilização de 

nanoestruturas de ouro em combinação com as terapias citadas. Apresentamos também 

uma seção destinada à síntese e propriedades de nanoestruturas de ouro. Em seguida, 

no capítulo 3, mostramos os aspectos teóricos e experimentais envolvidos na técnica de 

Ressonância Paramagnética Eletrônica e Spin Trapping para detecção de radicais livres. 

Ainda no capítulo 3, descrevemos os processos de preparação das amostras utilizadas 

neste trabalho. O capítulo 4 é dedicado à apresentação e discussão dos resultados, 

sobretudo de RPE, obtidos para os sistemas híbridos formados pelas nanoestruturas de 

ouro e porfirinas irradiados com várias fontes de excitação (luz visível, luz UVA e raios 

gama). Por fim, no capítulo 5, os resultados obtidos  são sumarizados e algumas 

perspectivas são traçadas para a continuação deste trabalho.  
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2 – REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 – Terapia Fotodinâmica 

 O uso da luz como ferramenta terapêutica foi reportado pela primeira vez em 

1900 por Raab [44] que relatou a morte de micro-organismos (paramécios) quando 

expostos à luz na presença do corante acridina laranja. Desde então outros exemplos de 

uso combinado de luz e corante foram relatados para aplicações in-vitro e in-vivo. Em 

1903, Von Tappeiner e Jesionek relataram o uso tópico de solução aquosa de eosina e luz 

branca no tratamento de câncer de pele [45]. Em 1924, Policard observou que certos 

tumores malignos em ratos apresentavam uma fluorescência no vermelho graças à 

acumulação de porfirinas endógenas [46]. Estudos realizados posteriormente por Auler 

e Banzer, após injetar hematoporfirina em ratos com tumores implantados, 

confirmaram a acumulação seletiva de porfirinas em tecido maligno [47]. Nos anos 

1970, Dougherty [48] se dedicou ao estudo da atividade fotodinâmica de vários 

corantes, dentre eles a fluoresceína e hematoporfirina, e mostrou a capacidade da 

hematoporfirina em destruir tecido onde está localizada quando ativada por luz. Em 

1976, Weishaupt atribuiu o efeito tóxico da injeção de hematoporfirina em células 

mamárias de rato TA-3 e, subsequente iluminação com luz vermelha, à formação de 

oxigênio singleto (1O2) [49]. A terapia fotodinâmica resulta, então, da combinação de 

três elementos essenciais: fotossensibilizador, luz e oxigênio molecular, que juntos 

levam à geração de espécies citotóxicas causando morte celular. 

 O mecanismo de geração de 1O2 é descrito a seguir: no estado fundamental o 

fotossensibilizador encontra-se num estado singleto, com dois elétrons emparelhados 

no orbital de mais baixa energia. Ao irradiar-se o FS há absorção de fótons e um dos 

elétrons é levado a um estado eletrônico de mais alta energia (o estado singleto excitado 

1FS*) de tempo de vida curto (~10-6 s), mas mantendo a orientação do spin. Neste 

estado, o 1FS* pode retornar ao estado fundamental por processos radiativos de emissão 

fluorescente ou fosforescente, processo não radiativo de conversão interna (calor) ou 

por um processo de cruzamento intersistemas, caracterizado pela inversão do spin 

eletrônico. Esse processo de cruzamento intersistema é fundamental para a terapia 
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fotodinâmica e leva a molécula do FS a um estado excitado tripleto (3FS*, tempo de vida 

~10-2 s) com spins eletrônicos paralelos e tempo de vida relativamente longo em razão 

desta transição de spin ser proibida [8].  

 Uma vez no estado tripleto excitado, o 3FS* pode participar de dois mecanismos 

de geração de espécies reativas de oxigênio. No mecanismo tipo I o 3FS* interage com 

substrato, como membrana celular ou moléculas biológicas, transferindo elétrons (ou 

hidrogênio) para formar radicais ânions como superóxido (O2-•) [12]. Já no mecanismo 

tipo II, o 3FS* pode transferir energia diretamente para a molécula de O2, levando-a ao 

estado singleto excitado (1O2) (fig. 2.1) [5]. Ambos os mecanismos podem ocorrer 

simultaneamente, dependendo do tipo de FS, substrato e concentração de oxigênio 

molecular [5]. 

 

Figura 2.1: Diagrama de Jablonski simplificado. Adaptado [5]. 

 

 O mecanismo tipo I envolve a produção de O2-• por meio da transferência de 

elétron do FS no estado tripleto para a molécula de oxigênio [8]. Apesar de não ser 

potencialmente reativo em sistemas biológicos, o radical superóxido participa da 

formação de H2O2 e oxigênio, numa reação catalisada pela enzima superóxido dismutase 
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[8]. H2O2 é capaz de permear a membrana celular, sendo necessário para o 

funcionamento de enzimas, além de participar de outras reações como reação Fenton [8] 

e de Haber-Weiss (reações 2.1 e 2.2, respectivamente). O radical superóxido doa um 

elétron para um íon metálico, que pode ser Fe3+ ou Cu2+, e o metal após sua redução 

catalisa a quebra da ligação O-O na molécula de H2O2, produzindo radical hidroxila (OH•) 

e íons OH- [8]. Assim como o peróxido de hidrogênio, o radical hidroxila pode passar 

pela membrana celular [8]. 

   
                  (2.1a). 

                         (2.1b). 

   
                    (2.2). 

 O mecanismo de morte celular envolvido em TFD pode incluir necrose, apoptose 

e dano ao DNA [3, 50]. Acredita-se que as espécies reativas geradas inicialmente podem 

matar as células tumorais via apoptose e/ou necrose quando o FS acumula-se no tecido 

tumoral. Além disso, a TFD danifica a vascularização do tumor levando a morte por falta 

de nutrientes e oxigênio [50]. Há também possibilidade de dano ao DNA por meio da 

oxidação das bases nucleicas e, apesar das células possuírem mecanismos de reparação 

de proteínas e DNA, dano excessivo pode causar mutação e morte celular [51, 52]. 

Segundo Dysart et al. são necessárias cerca de 108 - 109 moléculas de oxigênio singleto 

por célula para reduzir a fração de sobrevida por 1/e [53]. 

 A molécula de oxigênio possui algumas características singulares. Uma delas é 

referente à sua configuração eletrônica no estado fundamental: a molécula possui dois 

elétrons desemparelhados em seu estado fundamental, característica que lhe confere 

alta reatividade química. A molécula de O2 possui seis elétrons nos orbitais moleculares 

 . O estado de mais baixa energia possui dois elétrons desemparelhados nos dois 

orbitais degenerados   
  e   

 , sendo designado por 3Σg-, numa configuração de tripleto 

[54]. Há três estados excitados chamados de singleto, sendo dois deles (degenerados) na 

configuração de menor energia, em que dois elétrons ocupam o mesmo orbital   
  ou   

 , 

sendo chamados 1Δg [55]. Estes estados são denominados 1Δx e 1Δy e conferem 

reatividade à molécula de oxigênio [54]. No estado 1Σg+ mais energético, os dois elétrons 
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emparelhados ocupam cada um os orbitais   
  e   

  [55] (figura 2.2). Os estados 

excitados 1Δg e 1Σg+ possuem, respectivamente, energias de 95 kJ/mol (22,5 kcal/mol) e 

158 kJ/mol (31,5 kcal/mol) acima do estado fundamental [55]. As espécies reativas de 

oxigênio produzidas pela fotossensibilização do oxigênio molecular na presença de um 

corante constituem a base da TFD. Porém, estas espécies altamente reativas possuem 

tempo de vida curto e por esta razão apenas moléculas próximas à região onde o FS se 

encontra são afetadas. O curto tempo de vida do oxigênio singleto (10 - 40 ns) limita seu 

raio de ação (~20 nm) não permitindo que ele se difunda por mais de uma célula 

(diâmetro médio das células humanas 10 - 100 µm) [12, 56]. 

 

  

Figura 2.2: Distribuição de orbitais atômicos e moleculares para o oxigênio. Adaptado [54]. 

 

 Apesar de seus benefícios, a terapia fotodinâmica convencional possui algumas 

limitações. Uma delas é que este tipo de terapia trata apenas áreas onde a luz pode 

penetrar, restringindo a técnica ao tratamento de lesões na pele ou em camadas 

superficiais da derme, ou tecidos que revestem órgãos que podem ser alcançados por 

uma fonte de luz. Além disso, as drogas usadas em TFD deixam as áreas de aplicação 

muito sensíveis à luz por um determinado período e precaução é necessária. Outro 

problema incomum, mas possível, é a uma reação alérgica ao grupo de FS de porfirinas, 

comumente usado em TFD [8]. A técnica mostra-se pouco eficaz quando aplicada ao 
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tratamento de tumores profundos. Nesse sentido, a radioterapia associada ao uso de um 

sistema híbrido composto por nanoestruturas de ouro e um FS pode ser uma alternativa 

a baixa penetração da luz em TFD [57]. 

 Nesse contexto, uma nova modalidade de tratamento surge como uma alternativa 

ao tratamento de tumores profundos: a terapia fotodinâmica profunda mediada por 

raios X [57-60]. A radioterapia faz uso de radiação ionizante, incluindo raios X, raios 

gama e partículas de alta energia, sendo amplamente utilizada para o tratamento de 

quase todos os tumores sólidos. Porém, a radiação ionizante não é capaz de distinguir o 

tecido saudável do maligno [35]. A radioterapia promove dano ao DNA pela ionização 

direta ou, geração de radicais livres, pela ionização de moléculas de água ou oxigênio 

[61]. A aplicação de nanopartículas para tumores específicos tem por objetivo melhorar 

os efeitos da radioterapia por meio da indução de maior toxicidade aos tumores e 

redução dos danos para células normais [35].  A dose de radiação recebida pode ser 

amplificada pela presença de materiais com alto número atômico (Z), como é o caso do 

ouro (Z=79), pelo aumento do efeito fotoelétrico, dentre outros fenômenos de origem 

física [34, 61]. Desta forma, buscamos uma abordagem que nos permita ampliar o campo 

de aplicação da terapia fotodinâmica, abrangendo também tumores profundos ou ainda 

um tipo de câncer de pele severo, como o melanoma. O estudo das propriedades físico-

químicas dos sistemas híbridos compostos por FS e nanoestruturas de ouro se faz 

necessário para que se possa aplicá-los em testes biológicos futuramente. 

Elementos pesados tem seção de choque maior que tecidos moles, para energias 

abaixo de 0,5 MeV [34, 61]. Quando irradiados com raios X ou raios  , elementos com Z 

alto podem produzir uma cascata de elétrons Auger de baixa energia que podem 

aumentar localmente a dose efetiva de radiação [61]. 

 Uma nova possibilidade de junção de nanomateriais e fotossensibilizadores para 

aplicações biológicas foi proposta por Chen e Zhang [57]. Estes autores partiram do 

conceito da combinação de terapia fotodinâmica e radioterapia usando nanopartículas 

cintilantes ligadas a fotossensibilizadores de forma a reduzir a dose de radiação 

ionizante incidente. O mecanismo consiste em ligar covalentemente o FS às NPs 

cintiladoras e irradiá-las com radiação ionizante. O FS é ativado por meio da 

luminescência das NPs cintiladoras. NPs dopadas com lantanídeos podem ser usadas 
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para esta finalidade [57]. Fluoreto de lantânio dopado com cério, por exemplo, 

apresenta luminescência na região do UV-azul, região correspondente à banda de Soret 

das porfirinas, sendo, portanto, um bom candidato para terapia fotodinâmica associada 

à radioterapia [61]. Atualmente vários materiais cintiladores, compostos geralmente por 

terras raras, têm sido reportados para aplicações associadas ao conceito de terapia 

fotodinâmica induzida por raios X [58-60, 62-64]. 

O uso de nanopartículas de ouro em radioterapia baseia-se no fato do ouro 

possuir número atômico alto, amplificando a dose da radiação ionizante incidente, 

dependendo da energia da radiação, por meio do efeito fotoelétrico e geração de 

elétrons Auger. Os mecanismos envolvidos na morte celular incluem ionização direta do 

DNA promovendo danos ao mesmo e geração de espécies reativas de oxigênio. Na seção 

2.2 discutiremos mais detalhadamente os mecanismos envolvidos na geração de EROs. 

 

2.2 – Radioterapia amplificada pela presença de nanoestruturas de ouro 

A radioterapia convencional tem como objetivo entregar a maior dose de raios 

energéticos prescrita a um volume tumoral, enquanto o tecido saudável próximo ao 

tumor é poupado. A energia transferida ao tecido tumoral inicia uma cascata de eventos 

químicos, bioquímicos e biológicos letais ao tumor. Na teleterapia, a forma de 

radioterapia mais utilizada, a fonte de radiação situa-se na região externa ao corpo do 

paciente. O feixe de radiação pode ser composto por fótons (raios X, gama), ou partículas 

como elétrons, prótons, nêutrons ou íons (como carbono). Porém, feixes de fótons 

energéticos são os mais utilizados em radioterapia. O fator limitante para a entrega da 

dose é a radiossensibilidade do tecido vizinho saudável, uma vez que a dose máxima 

deve se concentrar no tecido tumoral, poupando o tecido normal. 

Em tratamentos radioterápicos, raios X ou gama são colimados na forma do 

volume alvo (tumor). A radioterapia com intensidade modulada (IMRT- intensity 

modulated radiation therapy) representa um avanço neste campo, pois é um método 

capaz de conformar e modular a intensidade da radiação ao volume tumoral, por meio 

do uso de vários feixes produzidos por aceleradores lineares em qualquer ângulo, o que 

permite a entrega de uma dose maior no volume tumoral enquanto minimiza a dose nos 



12 

 

 

 

tecidos saudáveis adjacentes ao tumor  [65]. Os fótons são partículas que podem 

promover ionização indireta do meio por meio da deposição de sua energia. 

Inicialmente ocorre transferência de energia do fóton para outra partícula, por exemplo, 

um elétron e, em seguida, esta partícula carregada pode depositar a energia no meio. A 

seção de choque pode ser entendida como a probabilidade de um destes eventos ocorrer 

e irá depender do número atômico e densidade do meio com o qual o fóton interage 

[66]. 

O uso de nanopartículas de ouro como radiossensibilizadores vem ganhando 

atenção desde o trabalho publicado por Hainfeld et al. [40] mostrando a maior sobrevida 

de ratos implantados com células tumorais que receberam injeções de nanopartículas de 

ouro de 1,9 nm e tratamento com raios X, em comparação com grupo tratado apenas 

com raios X. A alta seção de choque de absorção de raios X do ouro é responsável por 

aumentar a absorção fotoelétrica nas proximidades do tumor e melhorar o contraste 

entre o tecido alvo e tecido saudável [34, 35, 67]. Para AuNP, em energias da ordem de 

keV, as NP interagem com raios X por meio do efeito fotoelétrico, onde o fóton é 

absorvido por um elétron das camadas mais internas e este elétron é ejetado do átomo 

[36]. Neste caso, um elétron da órbita mais externa preenche o buraco deixado pelo 

elétron ejetado, num processo conhecido como efeito Auger. Ao ocupar a vaga na órbita 

mais interna, a diferença de energia entre as duas órbitas é então liberada sob a forma 

de um fóton que pode excitar ou ejetar outros elétrons, que criarão novos buracos que 

serão preenchidos por outros elétrons Auger, num efeito cascata de emissão de elétrons 

Auger [36, 37]. No caso do Au, a energia de ligação dos elétrons da camada K é da ordem 

de 80,7 keV [34]. Como resultado é esperado um reforço na dose sobre tecidos que 

contêm as NP [37]. 

 A aplicação de nanoestruturas de ouro como radiossensibilizadores reside no 

fato deste elemento possuir coeficiente de absorção de energia por massa maior que 

tecidos moles, o que aumenta a dose de energia depositada nos tecidos onde as 

nanopartículas se acumulam [36]. Fótons energéticos de raios X e gama depositam sua 

energia por meio de elétrons secundários gerados pelo efeito fotoelétrico e efeito 

Compton [34, 35]. O principal mecanismo no qual fótons perdem energia em tecidos 

moles é por meio de espalhamento Compton, processo no qual um fóton energético é 
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espalhado em processo inelástico por um elétron fracamente ligado [36]. O fóton 

espalhado transfere parte de sua energia para o elétron causando a ejeção do elétron do 

átomo (figura 2.3a) [36]. Para baixas energias, o efeito fotoelétrico aparece como um 

processo de competição. O efeito fotoelétrico consiste na emissão de um elétron de uma 

das camadas mais internas do átomo, após o elétron absorver completamente a energia 

do fóton da radiação incidente (figura 2.3b) [36]. O fotoelétron adquire energia cinética 

cujo valor irá determinar o alcance que ele terá no tecido, por exemplo, para um 

fotoelétron com 100 keV de energia cinética seu alcance será da ordem de 100 μm, cerca 

de 10 células [34]. O efeito fotoelétrico varia com (Z/E3), onde E é a energia do fóton 

incidente e Z corresponde ao número atômico do material. Para elementos com número 

atômico alto, o efeito fotoelétrico é dominante na interação da radiação com a matéria 

para energias menores que 0,5 MeV [36]. Este efeito é fortemente dependente da relação 

entre as energias do fóton e de ligação do elétron, apresentando maior seção de choque 

de absorção quando o fóton possui energia suficiente para liberar o elétron [36]. 

Os fenômenos mencionados levam os átomos a estados excitados/ionizados 

devido à ejeção de elétrons. Estes elétrons são “restaurados” por elétrons das órbitas 

mais externas que podem mover-se para preencher o buraco deixada na órbita interna, 

liberando energia por meio fótons fluorescentes ou elétrons Auger (desexcitação) [37]. 

O processo de desexcitação Auger ocorre após a ionização e induz a emissão de elétrons 

Auger responsáveis pela amplificação da dose entregue ao tecido [37]. 
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Figura 2.3: Ilustração dos processos de ionização causados pelos efeitos Compton (a) e fotoelétrico (b). 

No efeito Compton, o fóton incidente é espalhado por um elétron, transferindo parte de sua energia para o 

elétron, que é ejetado do átomo (a). No efeito fotoelétrico, o fóton incidente é absorvido por elétron da 

órbita mais interna, ejetando-o de sua órbita (b). Como resultado, elétrons das órbitas externas podem 

ocupar a vacância da órbita mais interna, de forma que mais elétrons podem ser ejetados. Extraído da 

referência [36]. 

 

Dentre os mecanismos físicos de interação da radiação com a matéria podemos 

citar o efeito fotoelétrico, efeito Compton e produção de pares. Descreveremos 

brevemente cada um destes processos nas próximas seções. 

 

2.2.1 – Efeito Fotoelétrico 

 

 Como mencionado anteriormente, o efeito fotoelétrico ocorre quando há 

interação de um fóton com um elétron fortemente ligado, transferindo toda sua energia 

para o elétron de um orbital interno (geralmente da camada K), que é ejetado de sua 

órbita com energia cinética (  ) dada por [68,69]: 
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onde   é a constante de Planck,   é a freqüência da radiação incidente e   é a função 

trabalho que corresponde a energia de ligação do elétron. O efeito fotoelétrico é 

predominante a baixas energias e para elementos com número atômico alto, sendo sua 

probabilidade de ocorrência proporcional a        sendo Z o número atômico do 

absorvedor e   a energia do fóton incidente. O expoente   varia de acordo com a energia 

do fóton, de forma que                                                 e 

                    [68]. 

A probabilidade de interação é máxima quando a energia do fóton é igual a 

energia de ligação,  , do elétron no átomo [68]. A probabilidade decresce com o 

aumento da energia do feixe [68]. Quando a energia do fóton não é suficiente para ejetar 

o elétron de sua órbita, este elétron passa a ocupar uma órbita mais externa e um buraco 

é deixada na órbita interna, ficando o átomo em estado excitado. Nesse caso, também 

pode haver emissão de fótons de radiação característica ou emissão de elétrons Auger 

[68]. 

 

2.2.2 – Espalhamento Compton 

 

Neste processo, um fóton é espalhado por um elétron fracamente ligado, 

transferindo parte de sua energia para o elétron, supostamente em repouso, sendo este 

elétron ejetado de sua órbita, com certa energia   e o fóton espalhado em um ângulo θ 

em relação à direção de incidência [69]. O elétron posto em movimento é chamado 

elétron de recuo. Como consequência, o fóton espalhado terá menor energia e maior 

comprimento de onda que o fóton incidente [69]. Compton partiu dos princípios de 

conservação de energia e momento para chegar aos comprimentos de onda do fóton 

espalhado em função do comprimento de onda do fóton incidente e do ângulo de 

espalhamento [69]. A energia do fóton espalhado      e do elétron de recuo ( ) pode ser 

dada respectivamente por [69]: 
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(2.5). 

 

onde      corresponde a energia de repouso do elétron,   é a constante de Planck e   é a 

freqüência do fóton incidente. A diferença entre os comprimentos de onda do fóton 

espalhado ( ') e incidente (   será: 

 
      

 

  
           

(2.6). 

 

Sabe-se que a seção de choque de absorção é maior para os orbitais mais 

internos. Na faixa de raios X a camada K é a que possui maior seção de choque de 

absorção. No efeito Compton um elétron também é ejetado de sua órbita após colisão 

inelástica com um fóton. Os elétrons emitidos pelo efeito fotoelétrico e Compton podem 

depositar sua energia na matéria até que sua energia cinética se extinga. O alcance dos 

elétrons Compton pode chegar a centenas de mícrons, enquanto que para fotoelétrons 

ou elétrons Auger de mais baixa energia o alcance se torna muito menor, por exemplo, o 

alcance para elétrons com 1 keV é da ordem de 0,05 µm [37]. 

 O efeito Compton é a interação mais importante entre a radiação e a matéria, pois 

o fóton espalhado pode continuar suas interações, com energia reduzida, enquanto o 

elétron pode ionizar outras moléculas [70]. Como a maior parte dos tratamentos de 

radioterapia ocorrem com aceleradores lineares com energias da ordem de MeV, o efeito 

Compton é a interação de maior ocorrência em modalidades clínicas [70]. 
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2.2.3 – Produção de pares 

 

 A produção de pares ocorre pela interação do fóton com o campo elétrico do 

núcleo [68]. Para que este evento aconteça o fóton incidente deve ter energia maior que 

1,022 MeV, correspondente a duas vezes a massa de repouso do elétron. A energia do 

fóton é convertida na geração de um par elétron-pósitron. O pósitron perde energia após 

colisão com átomos até atingir uma energia cinética suficientemente baixa, podendo 

sofrer interação com um elétron do meio num processo de aniquilação. Nesse ponto as 

duas partículas desaparecem dando origem a uma radiação eletromagnética de energia 

igual a 1,022 MeV (emissão de dois fótons com energia 0,511 MeV cada, em direções 

opostas) [68]. 

 Em resumo, para energias baixas (até 500 keV) o efeito fotoelétrico é dominante 

na interação da radiação com a matéria. A partir do aumento na energia dos fótons 

incidentes (acima de 500 keV) o efeito Compton se torna mais provável na interação de 

fótons com átomos de número atômico alto. Para energias maiores que 10 MeV a 

produção de pares se torna dominante com seção de choque proporcional a Z2 [71]. Na 

tabela 2.1 vemos as faixas de energias onde as interações mencionadas se tornam 

predominantes para tecidos moles [70]. Para elementos com Z alto, o efeito fotoelétrico 

é dominante para energias menores que 500 keV e, para raios X na faixa de MeV, usada 

na maioria das máquinas de radioterapia, o efeito Compton prevalece [34]. Raios X da 

ordem de MeV são usados para o tratamento de lesões mais profundas, pois são capazes 

de atravessar a pele interagindo muito pouco com a pele [34]. 

 

Tabela 2.1: Interação predominante entre fótons e tecido mole em função da energia do feixe de fótons 

[70]. 

Energia do fóton Interação predominante (para tecidos moles) 

10-25 keV Efeito fotoelétrico 

25 keV - 25 MeV Espalhamento Compton 

> 25 MeV Produção de pares 
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 Há muitos processos físicos, químicos e biológicos envolvidos quando utilizamos 

nanomateriais para melhorar o efeito da absorção de raios X. Inicialmente, acreditava-se 

que estas melhorias eram devido apenas ao aumento da absorção de raios X pela 

presença de nanomateriais, o que levaria a maior geração de elétrons, radicais e outras 

espécies químicas, que seriam responsáveis por quebra dos filamentos do DNA de forma 

mais eficiente. O aumento da absorção de raios X é sim responsável por um processo 

chamado de "melhoria física" (PE, do inglês physical enhancement) [72]. Dois tipos de 

melhoria física foram propostos por Lee et al. [72, 73]: o tipo 1 chamado T1PE (do inglês 

type 1 physical enhancement) e o tipo 2, T2PE (do inglês type 2 physical enhancement) 

[72]. O mecanismo T1PE é causado por fotoelétrons energéticos (> 5 keV) que podem 

viajar distâncias até dezenas de mícrons em soluções aquosas, sendo distribuído de 

forma uniforme no volume da amostra. Este processo independe da localização do 

material na solução e possuiu dimensão maior que os fenômenos que ocorrem na escala 

nano, sendo por isso tratado como melhoria média. No mecanismo T2PE fotoelétrons de 

baixa energia (< 5 keV), elétrons Auger e elétrons secundários podem gerar grandes 

densidades de deposição de energia, próximo à superfície do material absorvente, uma 

vez que os mesmos podem viajar curtas distâncias (alguns nanômetros) [72, 73]. 

Devemos ressaltar que, nos estudos realizados nos trabalhos de Lee et al. [72, 73], as 

energias dos feixes de fótons usados são da ordem de keV (40-200 keV).  

 Além destes dois exemplos, há também melhoria mediada por reações químicas 

catalisadas na superfície dos nanomateriais, chamada melhoria química (CE – do inglês, 

chemical enhancement) e um mecanismo contrário, de redução destes efeitos, chamado 

anti-enhancement (AE). Este último acontece, sobretudo, quando há grande 

concentração do material, devido a remoção de EROs pelos surfactantes ou pela 

superfície dos nanomateriais [74]. O conceito de melhoria química pode ser entendido 

como um aumento no rendimento de uma reação química na presença de alguns 

materiais, como proposto por Cheng et al. [74]. O trabalho destes autores mostrou que, 

para quantidades de AuNP maiores que 0,1% em peso, há uma redução no efeito de 

melhoria o que pode indicar que as AuNP ou a superfície das nanopartículas começam a 

remover OH•.  
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O efeito de melhoria química proposto por Cheng e colaboradores requer a 

ativação dos nanomateriais por radicais superóxido produzidos sob raios X [74]. Uma 

das hipóteses é que o radical superóxido produzido sob raios X tem a função de 

transferir elétrons para a superfície do nanomaterial tornando-o aniônico [74]. Esses 

elétrons podem intermediar reações químicas. Outra possibilidade mencionada pelos 

autores é que o superóxido pode se converter em radicais hidroxila e hidroperoxila [74].  

Sicard-Roselli e coautores propuseram um protocolo de referência baseado na 

oxidação de cumarina a 7-hidroxicumarina, pelo radical hidroxila, gerado em soluções 

contendo nanopartículas de ouro (com cerca de 32 nm de diâmetro) estabilizadas por 

citrato de sódio e irradiadas por raios X de 20 keV de energia [75]. Os autores sugeriram 

um mecanismo catalítico na superfície das nanopartículas metálicas, baseado na 

interação da radiação ionizante com moléculas de água da solução, de forma a produzir 

um número de espécies excitadas que podem difundir para a interface água-

nanopartícula, onde a energia da interação é usada para produzir OH• [75]. Desta forma, 

a radiólise da água pode ser mais eficiente na vizinhança das nanopartículas. O principal 

requisito é a formação de uma camada de água estruturada na vizinhança da 

nanopartícula, causada possivelmente pela interação da carga superficial das NP e os 

dipolos da água [75]. Na interface água-nanopartícula camadas estruturadas de água 

podem ocorrer, assim há ligações de hidrogênio adicionais puxando a ligação H-OH 

numa direção dissociativa, enfraquecendo as ligações intermoleculares [75]. Uma vez 

que as ligações já estão enfraquecidas, a injeção de energia extra é passível de quebrar 

estas ligações levando a geração mais eficiente de OH• [75]. Para que a camada 

estruturada de água se forme é necessário apenas que a nanopartícula tenha carga 

suficiente para alinhar os dipolos das moléculas de água em sua vizinhança [75]. O 

alinhamento das ligações de hidrogênio entre as moléculas de água produzirá a camada 

estruturada de água bem como o enfraquecimento das ligações H-OH, favorecendo a 

formação de OH• [75]. De acordo ainda com estes autores, uma dose de 10 Gy, 

comumente usada em radioterapia, combinada a 1 nM de AuNP pode gerar 

aproximadamente 2 μM de OH•, quantidade pequena, porém capaz de gerar múltiplas 

quebras na cadeia de DNA [75]. 
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A síntese de nanomateriais em soluções aquosas facilita sua aplicação em 

sistemas biológicos. A água, quando submetida à radiação ionizante, pode gerar, 

sobretudo, radicais hidroxila (OH•), num processo conhecido como radiólise da água 

[76]. Estes radicais, extremamente reativos e com alto poder de oxidação, podem ser 

identificados por meio da técnica de spin trapping [42], que pode nos fornecer 

informações importantes sobre as espécies reativas geradas na presença de 

nanoestruturas de ouro, sob radiação ionizante. 

 

2.3 – Propriedades das porfirinas 

 Porfirinas são compostos macrocíclicos, aromáticos de alta conjugação, 

constituídas por quatro anéis pirrólicos (C4H5N) que se ligam por meio de átomos de 

carbono com ligações meso-metínicas (-CH-) (figura 2.4) [77]. Estas moléculas são 

constituídas por 22 elétrons π, com 18 elétrons π em conjugação direta. Cátions 

metálicos (porfirinas metaladas) podem ser inseridos no interior de seu macrociclo por 

meio da substituição dos dois átomos de hidrogênio. Estes compostos exibem uma 

intensa banda de absorção na região do UV próxima de 400 nm, chamada de banda de 

Soret, característica de sua estrutura de anel, tanto nas formas metalada quanto não 

metalada. As porfirinas não metaladas apresentam ainda outras bandas de absorção 

menos intensas entre 450-700 nm, chamadas de bandas Q [77], importantes para o seu 

uso em terapia fotodinâmica. As bandas de absorção observadas no espectro das 

porfirinas são características de seu macrociclo e ocorrem devido à transições π→π*. A 

intensidade e número das bandas Q relacionam-se ao tipo e número de substituintes 

periféricos em seu macrociclo [78].  

 A estrutura do anel macrocíclico com 4 átomos de nitrogênio no centro permite 

acomodar um átomo metálico (porfirina metalada - metaloporfirina) ou dois átomos de 

hidrogênio (base livre). A porfirina dianiônica formada pela remoção dos prótons 

internos pode formar complexos eletricamente neutros com metais divalentes tais quais 

Zn, Mg, Cu, Fe, Co e Ni. A inserção de íon metálico na estrutura da porfirina leva a 

simplificação do espectro visível, mas mantêm a banda de Soret próxima a 400 nm [77]. 

Mudanças na conjugação, como a redução de uma das duas ligações duplas periféricas, 
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não alteram a aromaticidade da molécula, porém, produzem um espectro caracterizado 

por intensa absorção na faixa entre 650 - 680 nm (clorinas) e, com a redução das duas 

ligações duplas periféricas, uma banda de absorção em 740 nm surge (bacterioclorinas) 

[77]. 

 
 

 

Figura 2.4: (a) Estrutura geral das porfirinas (nomenclatura definida pela IUPAC). (b) Estrutura da 

porfirina Verteporfin, obtida comercialmente. (c) Estrutura da porfirina H2TM4PyP(OTs)4 (POR) (fonte: 

http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.4086.html). 

 

Os derivativos da hematoporfirina como, por exemplo, Photofrin® são chamados 

de fotossensibilizadores de primeira geração. Porfirinas, clorinas, bacterioclorinas e 

seus derivativos são conhecidos como fotossensibilizadores de segunda geração e 

dentre suas características podemos destacar a existência de bandas de absorção 

próximas a 650 nm e menor fotossensibilidade da pele [79]. 

 Um fotossensibilizador eficiente deve apresentar pureza química, estabilidade 

física e química, boa biocompatibilidade, baixa toxicidade no escuro, solubilidade em 

meio biológico e facilidade em sua eliminação do corpo humano, assim como afinidade 

pelo tecido alvo (células tumorais) [2, 3, 8, 50]. O FS deve apresentar também bandas de 

http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.4086.html
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absorção relativamente altas (> 20,000-30,000 M-1cm-1) de forma a minimizar a dose de 

FS necessária para que efeito desejado seja atingido [8]. Além destes pré-requisitos, o FS 

deve apresentar alto rendimento e tempos de vida longos para os estados tripletos. Em 

estados tripletos com energia menor que 94 kJ/mol (1270 nm) não ocorre transferência 

de energia de forma eficiente do estado tripleto do FS para a o estado fundamental da 

molécula de oxigênio [12]. 

 

2.4 – Síntese e Propriedades Óticas de Nanopartículas Metálicas (NPM) 

 De acordo com a IUPAC, o termo coloide refere-se ao grau de subdivisão. Num 

sistema coloidal, partículas dispersas em um meio devem possuir, em pelo menos uma 

direção, dimensões entre 1 nm e 1 µm. Numa suspensão coloidal, partículas de dimensão 

coloidal estão dispersas em um líquido, como é o caso das suspensões coloidais de 

nanopartículas e nanobastões de ouro.  Estes sistemas coloidais têm sido objeto de 

estudo desde Faraday [21]. De acordo com Turkevich, a síntese destes sistemas coloidais 

consiste em três estágios: nucleação, crescimento e possível coagulação [80]. A síntese 

de nanopartículas de ouro por meio da redução de ácido tetracloroáurico (HAuCl4) por 

citrato de sódio é conhecida como método de Turkevich. Este método tem sido adaptado 

com a substituição do citrato de sódio por outros agentes redutores como hidroquinona 

[81] e glutationa [82]. A síntese de nanobastões de ouro pode ser realizada por diversos 

métodos, sendo o método mais comum conhecido por semente (seed) [83-86]. Neste 

método, pequenas sementes de ouro (esferas de 3 - 4 nm) [87] são sintetizadas pela 

redução do ácido tetracloroáurico por um agente redutor forte, NaBH4, e servem como 

pontos de nucleação para o crescimento dos bastões de ouro. Além do método de 

semente, outras metodologias podem ser empregadas para a síntese dos nanobastões, 

como síntese por redução eletroquímica [88] e método sem semente (seedless) [89-91]. 

 O método por sementes baseia-se em duas etapas: inicialmente pequenas 

sementes são geradas pela redução do sal de ouro, na presença de surfactante 

(geralmente brometo de cetiltrimetilamônio - CTAB) por um agente redutor forte, 

comumente NaBH4, num ambiente de supersaturação química, o que leva a uma 

nucleação rápida; na segunda etapa, prepara-se uma solução de crescimento contendo o 
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sal de ouro, surfactante, ácido ascórbico e nitrato de prata, onde o ouro é reduzido de 

Au3+ a Au+ [91]. O controle da forma e das facetas cristalográficas é importante na 

determinação das propriedades catalíticas e da superfície das NPM, sendo por isso 

desejável o controle destes parâmetros por meio da síntese [85].  

 De acordo com Nikoobakht e El-Sayed [85] dois mecanismos para o crescimento 

do bastão podem ser propostos: no primeiro deles, o surfactante (CTAB) forma um 

molde (template) e ao introduzir as sementes na solução de crescimento, a semente 

recoberta por CTAB se torna parte do template. Assim o crescimento começa com a 

difusão dos átomos de ouro para dentro do template. O tamanho do template irá 

depender da concentração do surfactante na solução [85]. No segundo mecanismo, as 

sementes recobertas com CTAB começam a crescer e, à medida que os átomos de ouro 

são adicionados à rede cristalina do material, eles são protegidos por monômeros do 

surfactante [85]. Segundo Nikoobakht e El-Sayed, o crescimento dos bastões ocorre 

simultaneamente em todas as direções, com crescimento longitudinal ao longo da 

direção [001], com formação de quatro facetas (110) e quatro facetas (111) [85]. O 

surfactante liga-se preferencialmente às facetas (110) protegendo-as e diminuindo a 

taxa de crescimento da largura do bastão [85]. 

 Os métodos de síntese descritos necessitam da presença de surfactante e AgNO3. 

A presença do surfactante cria um ambiente micelar capaz de direcionar o crescimento 

do material em forma de bastão, enquanto os íons de prata têm papel fundamental na 

variação da razão de aspecto dos nanobastões [84, 92]. A razão de aspecto (R) é definida 

pela razão entre comprimento e largura do nanobastão. 

 O surfactante mais usado na síntese de nanobastões é o brometo de 

cetiltrimetilamônio (CTAB) que tem a função de estabilizante e agente direcionador do 

crescimento ao longo de uma direção por meio da formação de micelas [83]. Já na 

ausência de AgNO3 o rendimento de nanobastões é baixo e não há controle sobre a razão 

de aspecto [83]. Alguns autores discutem sobre o papel dos íons de prata na síntese de 

nanoestruturas metálicas. Jana e coautores acreditam que o AgNO3 forme complexo do 

tipo AgBr, sendo adsorvido na superfície das nanopartículas de ouro, restringindo o 

crescimento naquelas faces [83]. Nikoobakht e El-Sayed acreditam que os íons Ag+ 

formem pares Ag-Br entre os grupos da cabeça do surfactante, o que levaria a uma 
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menor repulsão entre os grupos vizinhos na superfície do ouro, por meio da diminuição 

da densidade de carga dos íons Br [85]. Isso auxiliaria no empacotamento de 

monômeros de CTAB nas facetas (110), já que o alongamento do bastão coincide com a 

formação destas facetas [85]. Orendorff e Murphy [92] baseados em trabalhos de Liu e 

Guyot-Sionnet [93] e Pérez-Juste et al. [94] propuseram um mecanismo diferente, onde a 

prata é reduzida a Ag0 e se deposita nas faces (110), formando uma monocamada que 

recobre o bastão, impedindo a deposição de ouro e, consequentemente, o crescimento 

das faces laterais do nanobastão. A figura 2.5 [92] mostra um esboço deste mecanismo. 

De acordo com Pérez-Juste et al., AuCl4- liga-se às micelas de CTAB, sendo reduzido por 

ácido ascórbico de Au3+→Au+, para formar um complexo AuCl2--CTAB [94]. Numa 

segunda etapa, na presença de AgNO3, íons Ag+ são reduzidos na superfície do ouro, que 

depositam-se preferencialmente nas facetas laterais (110) e, mais lentamente nas 

pontas (100), inibindo o crescimento das laterais do bastão [92]. 

 

 

Figura 2.5: Esboço do mecanismo de crescimento dos nanobastões de ouro proposto por Orendorff e 

Murphy [92]. 
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 O método seedless, entretanto, não necessita de preparação de sementes, uma vez 

que a nucleação e o crescimento ocorrem na mesma solução. Neste caso, NaBH4 é usado 

como agente redutor forte na solução de crescimento (na ausência de semente), para 

aumentar a redução de Au3+→Au+ [91]. 

 A redução das dimensões de materiais à escala nanométrica acarreta no 

aparecimento de efeitos de quantização devido à restrição do movimento dos elétrons 

(confinamento). Isso leva à discretização dos níveis de energia, dependendo do tamanho 

da estrutura, cujo exemplo mais simples pode ser dado por uma partícula presa em um 

poço de potencial infinito. A estrutura de bandas em metais é resultado do arranjo 

periódico dos átomos, formando uma rede cristalina. A densidade de estados e o 

espaçamento entre os níveis de energia muda em função do tamanho.    

 As propriedades óticas de nanopartículas metálicas resultam de sua interação 

com a radiação eletromagnética incidente. Os metais possuem elétrons livres na banda 

de condução, influenciando a resposta destes materiais quando expostos a um campo 

eletromagnético. Quando expostos ao campo eletromagnético da luz, os elétrons da 

banda de condução oscilam coerentemente em ressonância com a frequência da luz 

incidente, fenômeno conhecido como ressonância de plasmons de superfície. A nuvem 

eletrônica se desloca em relação ao núcleo metálico, surgindo então uma força de 

atração restauradora (Coulomb) que faz com que os elétrons oscilem na superfície da 

partícula (fig. 2.6) [95, 96]. Esta oscilação coletiva resulta numa intensa absorção de luz, 

o que dá origem as cores das soluções coloidais [18]. As bandas de ressonância de 

plasmons são influenciadas por alguns fatores como a geometria das partículas (forma e 

tamanho) e as constantes dielétricas do metal e do meio [20]. 

 



26 

 

 

 

 

Figura 2.6: Interação de nanoestruturas de ouro com a luz incidente. O campo elétrico (E) da radiação (se 

propagando na direção K) promove a oscilação coletiva dos elétrons da banda de condução em relação ao 

núcleo positivo. A oscilação dos dipolos elétricos é ressonante com a luz incidente em uma frequência 

específica que depende da forma e tamanho. Comparação entre os modos de oscilação dos dipolos 

elétricos gerados pela interação de nanopartículas (a) e nanobastões (b) de ouro com radiação 

eletromagnética. Adaptado [20]. 

 

 As propriedades óticas dos metais podem ser estudadas a partir da descrição da 

interação do metal com radiação eletromagnética proposta por Drude. A descrição a 

seguir está baseada no texto de Ashcroft e Mermin [97]. Drude aplicou a teoria cinética 

dos gases aos metais ao considerar que os elétrons num sólido tinham comportamento 

similar ao de um gás de partículas clássicas, se movendo contra um fundo de íons 

positivos fixos. Por meio desta consideração, Drude estudou a condutividade elétrica em 

metais. No modelo proposto, sob aplicação de um campo elétrico, os elétrons sofrem 

colisões com os íons da rede e, entre duas colisões, o elétron viaja em linha reta, por um 

tempo   antes de sofrer uma nova colisão. Sob ação de um campo elétrico dado por 

                       , os elétrons estarão sujeitos a uma força decorrente do campo 

elétrico e o movimento destes elétrons pode ser descrito pela equação de movimento 

(onde as colisões introduzem um termo dissipativo) [97]: 
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(2.7). 

 

 Procuramos uma solução da forma:                        . Assim, levando essa 

solução em 2.7, teremos: 

 
           

     

 
                 

       
 

 
   

 

 

(2.8). 

 A densidade de corrente    é dada por     
    

 
, onde   é a densidade de elétrons, 

  é a massa e   é a carga dos elétrons. Podemos escrever então:                     . 

Deste modo podemos obter uma relação entre    e    : 

 

   

   

 
      

 

 
   

             

 

(2.9). 

 
onde      é a condutividade AC definida por       

    

 

 

       
. 

 Para conectarmos estes resultados às propriedades óticas do metal precisamos 

solucionar as equações de Maxwell para um meio material, na ausência de densidade de 

cargas induzidas       (sistema CGS): 

            (2.10a). 

             (2.10b). 

 

 
          

 

 

     

  
 

(2.10c). 

 
          

  

 
   

 

 

    

  
 

(2.10d). 

 

 Sabendo que 
    

  
        e usando a propriedade                                   , a 

equação 2.10d (lei de Ampère-Maxwell) nos fornece uma equação que tem a forma de 

equação de onda: 
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(2.11). 

 

de onde podemos identificar a função dielétrica complexa: 

 
        

    

 
  

(2.12). 

 

 Reescrevemos então a condutividade elétrica em função da frequência de plasma 

    , assumindo o limite para altas frequências       : 

 
        

  
 

  
  

(2.13). 

 

onde   
  

     

 
 é a frequência de plasma. Quando a função dielétrica é real e negativa 

      , as soluções para a equação 2.11 decaem exponencialmente no espaço, ou seja, 

a radiação não se propaga. Porém, se       , a função dielétrica será positiva e as 

soluções para 2.7 se tornam oscilatórias e a radiação se propaga pelo metal, o que é 

valido na condição de alta frequência para     . Uma consequência importante da 

equação 2.13 é que o gás de elétrons no metal pode sustentar oscilações de densidade de 

carga, uma vez que a densidade de corrente possui dependência oscilatória. Essa 

oscilação de densidade de carga pode ser entendida tomando como exemplo um elétron 

se deslocando por uma distância d em relação aos núcleos positivos fixos. A carga de 

superfície resultante dará origem a um campo constante, pois o sistema se comportará 

como um capacitor de placas paralelas. O campo resultante causa uma força 

restauradora que dá origem à oscilação da densidade de carga, chamada plasmon. 

 A resposta ótica de uma partícula metálica no regime quase-estático é válida 

quando o raio da partícula é muito menor que o comprimento de onda da onda incidente 

     , de forma que o material sinta um campo elétrico uniforme a qualquer 

momento [96]. Neste regime o problema pode ser tratado como o de uma esfera 

metálica homogênea numa região de campo elétrico estático          [98]. O tratamento 

matemático não será mostrado aqui, mas podemos encontrar o campo elétrico por meio 

da resolução da equação de Laplace para os potenciais elétricos no interior,     e 

exterior,      da esfera. As soluções para a equação de Laplace         em 



29 

 

 

 

coordenadas esféricas nos levam a uma expressão para o campo elétrico que possui 

duas contribuições: uma referente ao campo estático,         , e outra ao campo dipolar 

estático. Se o campo elétrico no qual a partícula está imersa é oscilante,            , os 

dipolos possuirão momento de dipolo também oscilante           . O tratamento 

detalhado pode ser encontrado no trabalho de Pereira [98]. 

 Já a teoria apresentada por Mie descreve a solução das equações de Maxwell para 

uma partícula esférica submetida a uma onda eletromagnética plana. As descrições 

abaixo são baseadas nos trabalhos de Kelly et al. [95], Pereira [98] e Jain et. al [99]. É 

necessário um tratamento matemático envolvendo funções de Bessel para se obter as 

expressões da seção de choque de extinção        e espalhamento        para as 

nanopartículas de ouro. A seção de choque de extinção para uma partícula esférica 

homogênea é dada por [100]: 

       
 

 
  

   
  

  

                   
 (2.14). 

 

onde    é volume da partícula,    e                   são as funções dielétricas do 

meio e do material que compõe a partícula. Se a parte imaginária da função dielétrica for 

pequena ou fracamente dependente da frequência, a frequência de ressonância do 

dipolo é determinada pela condição           . 

 No caso de partículas anisotrópicas, como nanobastões de ouro, as seções de 

choque de absorção     , espalhamento      e extinção      podem ser derivados da 

Teoria de Gans [20]: 

 
     

  

  
  

   
  

  

    
 

                     
   

(2.15). 

 

 
     

   

   
  

    
         

  

    
 

                     
   

(2.16). 
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onde   é o comprimento de onda da luz incidente,   é o volume de uma nanopartícula, 

   é a constante dielétrica do meio e                   é a constante dielétrica do 

metal.    é o fator geométrico, definido por [20]: 

 
   

 

    
 

 

      
  

       

       
    

(2.18). 

 

 
       

      

 
 

(2.19). 

 

    e   são os três eixos da estrutura anisotrópica, com       . A razão de aspecto 

corresponde à    . Para esferas       . As ressonâncias de plasmon ocorrem em [20]: 

 

                   (2.20). 

 

 Na equação 2.20,     para o modo longitudinal e       para o modo 

transverso. 

 O espectro de absorção ótica de nanobastões de ouro apresenta dois modos 

ressonantes, dependendo da polarização da luz incidente: o modo transverso está 

associado à oscilação coletiva dos elétrons na direção transversa do nanobastão (eixo 

mais curto), induzindo absorção na região do visível, enquanto que o modo longitudinal 

associa-se à oscilação ao longo do maior eixo, o do comprimento do bastão de ouro, 

resultando numa banda de absorção em comprimentos de onda maiores [18]. O modo 

longitudinal pode ser ajustado de acordo com a variação da razão de aspecto 

(comprimento/largura) do nanobastão, indo do visível até o infravermelho próximo com 

o aumento da razão de aspecto [88]. O modo transverso não é sensível a essa variação. 

 De 2.21 podemos considerar a condição de ressonância para o modo longitudinal 

como [101, 102]:  

                   (2.21). 

 De acordo com Link e coautores, a dependência da parte real da constante 

dielétrica do material é aproximadamente linear entre 500 - 800 nm, de forma que a 

relação abaixo pode ser obtida [101]: 
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                   (2.22). 

 Esboçando-se o gráfico de           em função da razão de aspecto R (com R 

variando de 2 a 4) e linearizando, obtêm-se [103]: 

     

  
              

(2.23). 

  

Combinando as equações 2.21 à 2.23, é possível determinar empiricamente uma 

relação linear entre o máximo da absorção do modo longitudinal e a razão de aspecto 

determinada dos nanobastões [102]: 

                               (2.24). 

 

 A partir da equação 2.24 é possível determinar também uma dependência da 

constante dielétrica com o tamanho. De acordo com Link e coautores, a mudança da 

constante dielétrica com a razão de aspecto do nanobastão significa que a estrutura da 

micela em torno dos bastões difere para cada tamanho de nanobastão [101]. 

 A oscilação coletiva dos elétrons de superfície em nanopartículas metálicas sob 

aplicação de um campo eletromagnético (figura 2.6) resultam em amplificação de uma 

gama de processos óticos próximo à superfície da NP, como Espalhamento Raman 

Amplificado por Superfície (SERS), emissão fluorescente e fosforescente e geração 

amplificada de oxigênio singleto [28, 29, 104, 105]. 

 Embora o efeito de amplificação via nanopartículas metálicas seja bem conhecido 

para aplicações em fluorescência (em inglês Metal Enhanced Fluorescence - MEF) [106, 

107] este fenômeno não se limita apenas a fluorescência, mas também um aumento na 

geração de oxigênio singleto próximo à superfície metálica foi reportado na literatura 

[29, 104, 108-110]. Os estudos realizados utilizaram filmes metálicos em sua maioria, 

porém para aplicações biológicas estes materiais não são apropriados. Neste sentido, 

nanoestruturas metálicas, como nanopartículas esféricas e nanobastões, são mais 

adequadas. Mooi e Heyne sintetizaram nanopartículas do tipo core-shell (Ag-SiO2) 

covalentemente ligadas a um fotossensibilizador (Rosa de Bengala) para estudar a 
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geração de oxigênio singleto [110]. Planas et al. [111], utilizando um sistema também 

formado por nanopartículas core-shell (Ag-SiO2) ligadas a Rosa de Bengala, mostraram 

que há uma dependência na produção de 1O2 em relação ao núcleo metálico da 

nanopartícula. Os autores observaram que o núcleo de Ag amplifica a produção de 1O2 

por meio de aumento de absorção da luz e no decaimento radiativo do 1O2, resultando 

num aumento na emissão fosforescente e, consequentemente, em seus limites de 

detecção em sistemas biológicos. 

 A facilidade de mudança das bandas de absorção de nanoestruturas de ouro, bem 

como sua baixa citotoxicidade, tornam estas estruturas de grande interesse para 

aplicações em processos óticos e biológicos [10, 24]. Em TFD, nanopartículas de ouro 

(carregadas positivamente) conjugadas ao ácido-5-aminolevulínico têm sido usadas 

como carreadores para levar o FS (ácido-5-aminolevulínico) preferencialmente a células 

de fibrosarcoma acarretando em amplificação na geração de espécies reativas de 

oxigênio [31]. O primeiro relato de TFD mediada apenas por nanobastões de ouro foi 

feita por Vankayala e coautores [112]. Neste trabalho os autores demonstraram que 

nanobastões de ouro podem gerar oxigênio singleto e mediar TFD causando danos a 

células tumorais em ratos sob doses bem baixas de excitação por um fóton na região do 

infravermelho próximo (915 nm, <130 mW/cm2 ) na ausência de FS adicionais. 
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3 – TÉCNICAS DE CARACTERIZAÇÃO E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

3.1 – Ressonância Paramagnética Eletrônica 

A ressonância paramagnética eletrônica (RPE) é uma técnica espectroscópica 

aplicada a sistemas que apresentem elétrons desemparelhados, sendo por isso, muito 

utilizada no estudo de defeitos intrínsecos e extrínsecos de sólidos, bem como na 

investigação de metaloproteínas e radicais presentes em sistemas biológicos. A 

ressonância paramagnética eletrônica é uma técnica poderosa capaz de identificar 

concentrações muito baixas de espécies paramagnéticas (1013 - 1015 cm-3). Em sólidos, a 

técnica nos fornece informação sobre sua estrutura, bem como a localização e simetria 

dos defeitos na rede e seu estado de valência. Em soluções, RPE pode fornecer 

informações sobre a dinâmica de moléculas em solventes, uma vez que alguns 

parâmetros importantes em RPE como a constante de acoplamento hiperfino são 

sensíveis ao ambiente local. Em um campo magnético externo os centros 

paramagnéticos adquirem momento magnético na direção do campo. Esse momento é 

em parte resultado da indução de dipolos, que surgem após a aplicação do campo 

magnético externo. Cada sistema com spin eletrônico total diferente de zero, tais como 

átomos, moléculas, radicais livres e outros sistemas com elétrons desemparelhados 

produzirá um espectro característico com parâmetros do Hamiltoniano de spin bem 

definidos. A análise detalhada dos espectros aliada à simulação, permite uma descrição 

das interações entre os átomos em cada estrutura e dos parâmetros do Hamiltoniano de 

spin do sistema. Uma descrição dos fundamentos teóricos e práticos para o 

entendimento desta técnica dada a seguir, será baseada nas obras de Carrington e 

McLachlan [113], Spaeth e coautores [114], Jackson e Hargreaves [115]. 

 

3.1.1 – Propriedades Magnéticas de Elétrons e Núcleos 

 

Para um sistema contendo centros paramagnéticos, o momento angular total 

possui contribuições do momento angular orbital e de spin. Na ausência da aplicação de 

um campo magnético externo B, o momento angular total dos centros está distribuído 
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aleatoriamente, de forma a anular-se. Com a aplicação do campo magnético externo, há 

um acoplamento entre os dipolos magnéticos e B, produzindo assim, uma magnetização. 

Descreveremos a seguir cada uma das entidades físicas envolvidas nesse processo.  

Cada elétron, descrevendo uma órbita em torno do núcleo, possui um momento 

angular devido a esse movimento. O momento de dipolo magnético      associado a 

esse momento angular (L) é dado por: 

          (3.1). 

onde β = eħ/2me = 9,274015 x 10-24 A∙m2 representa o magnéton de Bohr, ħ = 1,0546 

x10−34 J∙s é a constante reduzida de Planck, e = 1,6022 x 10−19 C e me = 9,1093 x 10−31 kg 

são, respectivamente, a carga e a massa do elétron. Os elétrons também possuem um 

momento de dipolo      associado ao seu momento angular intrínseco, o spin 

eletrônico: 

             (3.2). 

g corresponde ao fator g eletrônico com valor    = 2,002319 para o elétron livre, e S é o 

momento angular do spin eletrônico. O sinal negativo na equação 3.2 é devido à carga do 

elétron e indica que o momento de dipolo magnético e momento angular são 

antiparalelos.  

 A energia de interação entre o momento de dipolo magnético de spin eletrônico e 

o campo magnético externo B é dada pelo Hamiltoniano de spin: 

 

              (3.3). 

 As grandezas   e   são operadores na mecânica quântica e representam os 

observáveis físicos dos sistemas (momento angular e energia). Esses operadores atuam 

sobre a função de onda que descreve o estado quântico do sistema. O momento angular 

é quantizado bem como o momento de dipolo magnético. Estes estados são 

caracterizados pelos números quânticos principal (n) e orbitais (mj e j). O momento 

angular total do sistema, J, inclui momento angular orbital, L e momento angular de spin 

eletrônico S, assim J=L+S. Os operadores atuam em uma função fornecendo uma 
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autofunção associada a um autovalor. Escolhe-se geralmente a direção z para o campo 

magnético aplicado e esta será então a direção de quantização. Os operadores, ao 

atuarem na função de onda, irão fornecer seus autoestados e autovalores de acordo com 

as equações: 

               (3.4). 

                 ħ                (3.5). 

           ħ      (3.6). 

        

Na equação 3.4,   corresponde à energia de um dado estado, j pode assumir 

valores múltiplos de ½ e mj assume valores –j, -j + 1,..., j – 1, j. Quando escrevemos um 

operador, seja ele S, L ou J, na base de seus autoestados, os autovalores desse operador 

fornecerão os valores esperados do observável físico, com autovalores dados pelas 

equações 3.4 - 3.6. 

 Por convenção adotamos o eixo z como direção para o campo magnético aplicado. 

Dada a energia de interação entre o momento de dipolo de spin e o campo magnético 

definida na equação 3.3, denominada interação Zeeman, na ausência de um campo 

magnético aplicado, um elétron livre apresenta dois níveis de energia degenerados, com 

        e    possuindo 2S +1 valores possíveis. Logo, para um sistema com spin 

S=1/2, teremos dois estados associados aos números quânticos    = +1/2 e    = -1/2, 

aos quais designaremos      e     , respectivamente. Assim: 

 
        

ħ

 
     

(3.7). 

 
         

ħ

 
     

(3.8). 

 A energia de cada nível (para elétron livre) é dada pelo Hamiltoniano de spin, de 

acordo com 3.4: 

 
       

 

 
        

(3.9). 
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(3.10). 

 Com autovalores: 

                              (3.11). 

 

 A aplicação de um campo magnético oscilante perpendicular a B induz transições 

entre os níveis de energia, causadas pela absorção de energia das ondas 

eletromagnéticas (com frequência  ) pelos elétrons, quando a condição de ressonância 

dada pela equação 3.12 for alcançada. Os níveis de energia terão sua degenerescência 

quebrada com a aplicação de campo magnético externo (figura 3.1). Nesse caso, a 

absorção de energia das ondas eletromagnéticas ocorrerá para um dado valor B0 do 

campo magnético. 

                                       (3.12). 

 

 No caso em que o momento de dipolo magnético   está sujeito a uma interação 

com um campo magnético e, sendo essa interação quantizada, dada por   = -    , o 

momento de dipolo não poderá se orientar na direção do campo. O que ocorre é um 

movimento de precessão do momento de dipolo em torno do eixo associado ao campo 

magnético, onde o ângulo entre esses dois vetores e o módulo do vetor   são mantidos 

constantes. Esse movimento de precessão é consequência do fato que o torque que age 

sobre o dipolo, dado por       , é perpendicular ao seu momento angular. A 

frequência angular de    em torno do eixo paralelo ao campo magnético é conhecida 

como frequência de Larmor (       ). Classicamente o fenômeno de ressonância 

paramagnética eletrônica ocorre quando o campo magnético externo provoca um torque 

no momento de dipolo eletrônico cuja frequência de oscilação (frequência de Larmor) é 

a mesma do campo magnético oscilante aplicado (       ). 
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Figura 3.1: Separação entre os níveis de energia para um elétron com S = ½ em um campo magnético B. A 

quebra da degenerescência pelo campo magnético é chamado de Efeito Zeeman. 

 

 O experimento de ressonância consiste em promover transições entre os níveis 

desdobrados por meio da aplicação de um campo magnético estático     , aplicando-se 

um campo magnético oscilante            , com frequência fixa. No caso de 

experimentos RPE, esta frequência está na faixa de micro-ondas (9-10 GHz) cujo 

comprimento de onda é ~ 3,4 cm, enquanto que para experimentos de ressonância 

magnética nuclear estas frequências são da ordem de MHz. O campo elétrico oscilante B’ 

é aplicado de forma que ele seja perpendicular à B = B0z. 
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Figura 3.2: (a) Representação do campo magnético estático e oscilante penetrantes na amostra. (b) Níveis 

de energia Zeeman para uma amostra paramagnética na presença de um campo magnético estático e as 

transições induzidas por micro-ondas. (c) Ocupação dos níveis de energia Zeeman no equilíbrio térmico 

para T>0 dada uma distribuição de Boltzmann. Retirado da referência [114]. 

 

 Vemos na figura 3.2 as componentes do campo magnético estático e oscilante. Se  

     , o campo magnético total terá componentes nas direções x e z. Portanto, o 

Hamiltoniano de spin será dado por: 

 

                           

 

 (3.13). 

 No equilíbrio térmico e, sob influência do campo magnético externo, a população 

de spins é desdobrada entre os dois níveis Zeeman. A absorção ressonante pode ser 

detectada apenas se houver uma diferença na população entre os dois níveis de energia. 

Consideramos um sistema com   spins totais,         , onde    é o número de 

spins no nível mais alto e    é o número de spins no estado menos energético. A taxa de 

ocupação é dada pela distribuição de Boltzmann:  

    
   

    
     (3.14). 
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 A diferença na população dos níveis será dada por: 

 

  

  
  

  
    

     (3.15). 

 

onde    é a diferença de energia entre os dois níveis e obedece à condição de 

ressonância dada pela equação 3.15.   é a temperatura absoluta e    é a constante de 

Boltzmann.    e    são as populações dos níveis caracterizados por    = ½ e    = - ½. 

 À temperatura ambiente e em um campo de 300 mT, sendo        , a 

distribuição se torna: 

  

  
  

   
    

  
     

    
          (3.16). 

 

 Portanto, à temperatura ambiente as populações dos níveis são quase iguais. 

Porém, o pequeno excesso no nível menos energético dá origem a uma absorção pouco 

intensa. Este processo é cessado quando os níveis estiverem igualmente populados, 

atingindo assim a condição chamada saturação. A condição de saturação depende de 

alguns parâmetros como a temperatura do sistema, potência da micro-onda 

(considerando-se que as probabilidades de transição são proporcionais à amplitude das 

ondas eletromagnéticas), e de processos de dissipação da energia do sistema, chamados 

de relaxação. 

 Se os elétrons são continuamente levantados do nível menos energético para o 

mais energético, as populações destes níveis se igualarão, e não haverá, portanto, mais 

absorção. Para que se mantenha o excesso de elétrons no nível mais baixo, os elétrons 

do nível mais alto liberam um quantum de energia    para retornar ao estado 

fundamental. Essa liberação ocorre via processos de relaxação de spin, podendo ser de 

dois tipos: relaxação spin-rede e relaxação spin-spin.  

 No primeiro caso, essa energia é dissipada dentro da rede por meio de fônons, ou 

seja, energia vibracional (translacional e rotacional). O processo de relaxação spin-rede 

é caracterizado por um decaimento exponencial da energia em função do tempo. 
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 Vamos analisar novamente a equação 3.15. Sendo        , podemos expandir 

a exponencial: 

 
           

  

   
 

 

 
 

 
 

  

   
 

 

      
  

   
 

(3.17). 

 

 Vamos introduzir uma nova variável          e expressar    e    como: 

 
   

 

 
       

(3.18a). 

 
   

 

 
       

(3.18b). 

     

 Assim:   

   

  
 

    

    
   

  

   
 

(3.19). 

 

 De onde temos:  

   

 
 

  

       
 

(3.20). 

 

 Para transições estimuladas, a taxa de variação na população do estado 

correspondente a   = -1/2 é: 

 

    

  
                       

(3.21). 

 

onde     é a probabilidade de transição estimulada do estado     correspondente a    

= -1/2 para o estado de   = 1/2,    . Sob aplicação de um campo magnético oscilante 

B',        , uma vez que                       
 
, teremos: 
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(3.22). 

  

 Desta forma, podemos escrever: 

  

  
 
 

 
        

 

 

     

  
      

(3.23a). 

      

  
       

(3.23b). 

  

 A solução para a equação 3.23b é: 

 

               (3.24). 

   

      é a diferença de população entre níveis no tempo t=0. Já a taxa de absorção da 

energia do campo, 
  

  
, é dada por: 

   

  
                                

               

 

(3.25). 

  

 As equações 3.24 e 3.25 estabelecem que a aplicação do campo ressonante 

resulta num decaimento exponencial na população dos níveis e estes níveis estarão, 

eventualmente, com populações iguais (saturação). A constante de tempo exponencial é 

chamada de T1. T1 fornece a medida de tempo que a energia leva para ser transferida 

para outros graus de liberdade da rede. Esse processo de relaxação não radiativa, onde o 

elétron transfere energia para a rede ou vizinhança, é importante para que o fenômeno 

de RPE seja observado. Neste caso as probabilidades de transições não serão iguais 

(          De maneira análoga podemos escrever: 
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(3.26). 

 

 

 Utilizando as equações 3.18 em 3.26 obtemos: 

    

  
 

 

 
          

 

 
           

 

 

   

  
 

(3.27). 

 

    

  
                          

(3.28). 

 

 No equilíbrio térmico 
   

  
  , e assim: 

                             

 

(3.29a). 

 

 
       

          

         
 

 

(3.29b). 

 

 Definimos desta forma, o tempo de relaxação spin-rede T1: 

 
    

 

         
 

(3.30). 

 

  

 T1 pode ser entendido como o tempo necessário para que a energia absorvida 

pelos spins seja transferida para outros graus de liberdade, isto é, o tempo necessário 

para que o sistema de spin atinja o equilíbrio térmico. Valores altos para T1 (minutos ou 

até horas) indicam processos de relaxação lentos. Reescrevemos então a equação 3.28: 

    

  
  

          

  
 

(3.31). 
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 Para uma descrição mais completa do sistema de spins, combinamos as equações 

3.23b, que representa o efeito do campo oscilante, e 3.31, que representa o efeito da 

relaxação, de forma que: 

    

  
       

          

  
 

 

(3.32). 

 Na situação de equilíbrio térmico  
   

  
    e sob campo oscilante: 

 
   

     

        
 

 

(3.33). 

 O que nos permite descrever a taxa de absorção de energia do campo oscilante, 

combinando 3.33 e 3.25: 

 

   

  
 

         

        
 

(3.34). 

  

 De acordo com 3.34, se       , é relativamente fácil evitar a saturação. A 

probabilidade de transição P é proporcional ao quadrado da amplitude do campo 

oscilante, de forma que o experimento opera-se geralmente com baixas potências para 

evitar saturação.  

Agora é possível esclarecer que a largura e a forma de linha não podem ser 

representadas por uma função  . Devido à relaxação de spin, os estados de spin terão 

tempo de vida finito, resultando em um alargamento das linhas. A relaxação spin-rede 

não é o único mecanismo responsável por esse alargamento. 

No segundo caso de relaxação, o equilíbrio inicial é alcançado sem que haja 

transferência de energia para a rede. Muitos processos que ocorrem em sólidos e 

líquidos possuem o efeito de variar as energias relativas dos níveis de spin, ao invés de 

seus tempos de vida.  Esses processos são caracterizados pelo tempo de relaxação spin-

spin (T2) e influenciam também a largura de linha.  
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Em geral, T1>T2 e a largura da linha dependerá, sobretudo, do valor de T2. T2 está 

relacionado à distância spin-spin do sistema. Porém, quando T1 se torna muito pequeno, 

a linha pode sofrer um alargamento além do detectável. Em muitos casos, o resfriamento 

da amostra leva a um aumento de T1, de forma a tornar o sinal detectável. Entretanto, se 

T1 é muito longo, os spins não tem tempo suficiente para voltar ao seu estado 

fundamental, ocorrendo então, a saturação do sistema. Nesse caso, a saturação pode ser 

evitada diminuindo-se a potência da micro-onda incidente na amostra. Os dois 

processos de relaxação contribuem para a largura da linha de ressonância (ΔB). 

 
Δ  

 

  
 

 

  
 

(3.35). 

 

3.1.2 – Interação Hiperfina 

 

 O Hamiltoniano de um centro paramagnético deve conter a informação sobre 

todas as interações do sistema. Os termos deste Hamiltoniano para o caso mais geral 

são: 

                                  (3.36). 

 

onde    corresponde à interação Coulombiana;     é a interação spin-órbita que 

mostra a interação entre o momento angular orbital e o spin eletrônico do defeito;     e 

    são termos da interação Zeeman eletrônica e nuclear respectivamente, causadas 

pela interação entre campo magnético externo e spins eletrônico e nuclear do defeito; 

    é o termo da interação hiperfina, que descreve o acoplamento de S com o spin 

nuclear I do defeito;     está relacionado à estrutura fina (que mostra a interação entre 

os spins eletrônicos do defeito para sistemas com S>½) e       corresponde à estrutura 

super hiperfina responsável pelo acoplamento de spin eletrônico do defeito com o spin 

nuclear, agora dos átomos da vizinhança.    é o termo quadrupolar que descreve a 

interação entre os spin nucleares do próprio defeito (para sistemas com I >½). 
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 O fator g por si só, não nos fornece uma informação sobre a estrutura dos 

compostos. Entretanto, o elétron desemparelhado é muito sensível ao seu ambiente 

local. Em espécies que possuem momento angular de spin nuclear I, há também a 

influência de um campo magnético local no elétron, o que altera as condições de 

ressonância. A interação entre o momento de spin eletrônico e o nuclear é chamada de 

interação hiperfina e ela nos fornece informações sobre a espécie química e o número de 

átomos ou moléculas do complexo. Daremos ênfase à interação hiperfina, que estará 

presente em nossas amostras. 

 O momento magnético associado a I é:  

           (3.37). 

 Na equação 3.37, gn é fator g nuclear (do próton), βn = eħ/2mp é o magnéton 

nuclear. Sendo a massa do próton cerca de 1840 vezes maior que a do elétron, o 

magnéton nuclear é aproximadamente três ordens de grandeza menor que β. Para o 

átomo de 1H, por exemplo, gn = 5,58569. O momento magnético nuclear    produz um 

campo magnético BI, que irá se somar ou se opor ao campo magnético aplicado B, 

dependendo do alinhamento do núcleo. 

 Para um sistema com S = ½ e I ≠ 0 teremos o termo relacionado à interação 

hiperfina somado ao Hamiltoniano Zeeman: 

                       (3.38). 

 

Nota-se que a interação hiperfina é descrita por um tensor de segunda ordem ( ) 

(equação 3.39) que reflete o seu caráter anisotrópico para alguns sistemas.  A 

anisotropia é consequência da mistura dos orbitais eletrônicos na vizinhança do núcleo 

em questão. Para um elétron num orbital puramente tipo “s”, o tensor se reduz a uma 

constante de acoplamento isotrópica ( ) que é proporcional à densidade eletrônica no 

sítio do núcleo. A constante característica da parte isotrópica do acoplamento hiperfino 

( ) é conhecida como termo de contato de Fermi e é descrita pela equação 3.40a.  
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O tensor de acoplamento hiperfino pode ser dividido em duas partes: uma 

isotrópica,  , e outra anisotrópica  . A parte anisotrópica é contabilizada pela matriz   

de traço nulo em 3.39 (nos eixos principais do sistema): 

 

 

   

  

  

  

      

   

   

   

  

(3.39). 

 

 
    

  

 
              

(3.40a). 

 
    

  

  
          

     

  
 

   

             
(3.40b). 

 

Os elementos do tensor   (   ,     e    ) estão, por sua vez, relacionados à 

interação dipolo-dipolo entre o elétron desemparelhado (em orbitais tipo “p”, “d” ou “f”) 

e o núcleo em questão. Eles são dados pela equação 3.40b, onde    e    descrevem as 

componentes do vetor posição do spin eletrônico e nuclear, respectivamente; e      é a 

função de onda eletrônica. Vale lembrar que, na maioria dos casos, a função de onda do 

elétron é composta de uma mistura de orbitais que faz com que haja na interação 

hiperfina, tanto uma contribuição isotrópica devido ao Termo de Contato de Fermi, 

quanto devido à interação dipolar. 

 Em líquidos, a parte anisotrópica de   tem valor médio igual a zero em função das 

reorientações moleculares rápidas devido ao movimento térmico. Assim, o Hamiltoniano 

associado à interação hiperfina terá a forma: 

                          (3.41a). 

 
    

 

 
             

(3.41b). 

 

 Em geral, a interação hiperfina será anisotrópica devido à interação dipolar, 

exceto para sistemas onde a parte anisotrópica é tomada como uma média (por 
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exemplo, pelo movimento de moléculas em solução) [116]. Para orbitais  , o elétron tem 

uma probabilidade finita de residir no núcleo. Se o elétron está localizado em um orbital 

molecular que apresenta um nó no núcleo, a interação será puramente dipolar [116].  

 Assumindo um sistema isotrópico com S = ½ e I = ½ (átomo de hidrogênio, por 

exemplo), esta interação será responsável pelo desdobramento das linhas do espectro, 

tendo agora quatro níveis possíveis de energia. A interação do elétron desemparelhado 

com n núcleos equivalentes de spin I, produzirá (2nI+1) linhas espaçadas no espectro. 

 A interação hiperfina é uma ferramenta importante na identificação da espécie 

química, pois os elementos químicos são tabelados de acordo com seus isótopos que 

contem spin nuclear juntamente com o seu spin nuclear I, o fator gN e abundância 

natural dos isótopos. Além disso, o acoplamento hiperfino fornece informação sobre o 

número de sítios em posições equivalentes na estrutura. Em spin trapping, os compostos 

formados possuem um grupo radicalar nitróxido (NO•) e a interação hiperfina é um 

importante parâmetro na determinação da espécie radicalar capturada. 

 Os termos mais energético na equação 3.36 são       , com energia de ~ 1 eV. 

As demais interações possuem energias entre 0,1 eV (para o termo Zeeman eletrônico) e 

0,1 μeV (para o termo Zeeman nuclear). Podemos então, calcular as energias dos níveis 

eletrônicos do defeito por meio de teoria perturbativa. Desconsiderando os primeiros 

dois termos da equação 3.36 chegamos ao conceito do Hamiltoniano de spin. Vamos 

considerar        o termo não perturbado, por possuir a contribuição mais 

significativa para o Hamiltoniano de spin. Desta forma, consideramos como perturbação 

  os demais termos: 

           (3.42). 

 

 A função de onda de spin poderá então ser expressa em termos dos autoestados 

       de    com autovalores   . A perturbação    provoca mudanças em        e   , 

gerando novas funções de onda        com energias    corrigidas por: 

 
                

                

     
   

 
(3.43). 
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(3.44). 

 

 

 A equação 3.44 fornece as correções em primeira e segunda ordem na energia do 

sistema. Esse tratamento deve ser considerado ao estudarmos o caso do radical 

nitróxido, uma vez que a interação hiperfina existente neste sistema pode ser tratada 

com uma pequena perturbação independente do tempo. 

 

3.1.3 – O radical nitróxido (NO•) 

  

 Num radical nitróxido, a presença de um núcleo de 14N (I=1, abundância natural 

99,63%) é responsável pelo desdobramento hiperfino presente nos espectros RPE 

destes radicais. O sistema é então composto por um elétron desemparelhado com spin 

S=1/2, interagindo com um núcleo de nitrogênio, cujo spin nuclear é I=1. O 

Hamiltoniano de spin que representa o sistema é dado pela equação 3.38. Se S=1/2, com 

a aplicação de um campo magnético externo numa direção z teremos duas configurações 

possíveis para o elétron desemparelhado, representados pelos estados     e     

associados aos números quânticos    = 1/2 e    = -1/2, respectivamente. Temos que: 

 
        

 

 
                      

 

 
     

(3.45). 

  

De forma análoga, o spin nuclear, terá três estados possíveis    ,    ,     

associados aos números      ,     ,      . Assim: 

 

                                              (3.46). 
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As funções da base são escritas como o produto das partes eletrônica e nuclear, 

fornecendo seis estados possíveis para o sistema: 

                                   

 
                                  (3.47). 

 
 Em campo zero, estes estados estão degenerados, mas ao aplicarmos um campo 

magnético a degenerescência é quebrada e os níveis de energia se desdobram. O 

conjunto de funções em 3.47 é autoestado de                , cujas energias 

serão dadas utilizando-se 3.4. Por exemplo, aplicando-se H0 ao estado            

teremos:  

                                          = 

  
 

 
                        

 

(3.48). 

 

 Assim, as energias em ordem zero do sistema serão: 

 
    

 

 
               

(3.49a). 

 
    

 

 
         

(3.49b). 

 
   

 

 
                

(3.49c). 

 
    

 

 
              

(3.49d). 

 
     

 

 
        

(3.49e). 

 
    

 

 
              

(3.49f). 

 

 Consideramos agora a interação hiperfina como perturbação        , de 

forma que: 
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                       ( 3.50). 

 

 As perturbações de segunda ordem são muito pequenas se comparadas ao termo 

de energia Zeeman, de forma que apenas as contribuições em primeira ordem serão 

consideradas. As perturbações de segunda ordem são introduzidas pelos termos 

            . Em primeira ordem os termos associados a              serão nulos. 

Aqui, utilizamos os operadores aniquilação         e criação (     ) para descrever os 

operadores            . Eles são definidos como: 

                      ( 3.51). 

 Podemos, então reescrever              
 

 
           . A atuação destes 

operadores se dá: 

                         

 

 

                        (3.52). 

 Desta forma, os termos                            
 

 
                

serão nulos na correção de primeira de ordem. 

 Os temos relevantes da correção serão associados à componente z. Utilizando a 

equação 3.45 - 3.47, teremos: 

 
               

 

 
                  

 

 
  

 

                                    

 
                

 

 
  

 

               
 

 
  

 

(3.53). 

  

As energias corrigidas serão, portanto: 
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(3.54a). 

 

 
    

 

 
                  

 

(3.54b). 

 

 
   

 

 
           

 

 
               

 

(3.54c). 

 

 
    

 

 
          

 

 
              

 

(3.54d). 

 

 
     

 

 
                

 

(3.54e). 

 

 
    

 

 
          

 

 
               

(3.54f). 

 

  

No diagrama de níveis presente na figura 3.3 vemos as transições permitidas 

pelas regras de seleção (apenas transições entre estados com        e       são 

permitidas). Como resultado teremos três transições em RPE, de mesma intensidade, 

com as energias de transição dadas por: 

 
     

   

 
       

 

 
    

   

 
       

 

 
  

                      

 

 

(3.55a). 

 

 
     

   

 
    

   

 
      

                

 

 

(3.55b). 

 

 
     

   

 
       

 

 
    

   

 
       

 

 
  

                       

 

 

          (3.55c). 
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Figura 3.3: Desdobramento dos níveis de energia para espécie com S = ½ e I = 1 na presença de campo 

magnético. 

 

 O espectro RPE de um nitróxido em solução aquosa é mostrado na figura 3.4. 

 

Figura 3.4: Espectro RPE do radical nitróxido TEMPOL em solução aquosa. 
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 O valor aproximado da constante de acoplamento hiperfino   pode ser obtido a 

partir do espectro, medindo-se a distância pico a pico. 

 Nos nitróxidos, de acordo com a teoria dos orbitais moleculares, o elétron 

desemparelhado localiza-se no orbital  , formado pelos orbitais atômicos do nitrogênio 

e oxigênio, mais especificamente no orbital antiligante   
 , que será descrito como orbital 

2pz por simplicidade (figura 3.5) [117].  O elétron desemparelhado irá interagir com os 

núcleos de N e O, mas apenas o N possui spin nuclear diferente de zero, influenciando o 

espectro de RPE.  

 Janzen [118] também discute a importância de se avaliar a dinâmica dos grupos 

ligados ao grupo NO. De acordo com o autor, alguns grupos da molécula podem 

rotacionar livremente, enquanto outros não. No caso do nitróxido de metil-terc-butilo 

tanto o grupo metil quanto terc-butilo podem rotacionar livremente na molécula. 

Substituindo-se um átomo de H na posição β (figura 3.5a), por grupos metil, benzil ou 1-

feniletil, nota-se uma redução nos valores da constante hiperfina para o Hβ (11.3, 8.25 e 

3.73 G, respectivamente). Como teoricamente os grupos são livres para rotacionar, 

concluímos que a função nitróxido de terc-butil apresenta um impedimento à rotação 

dos grupos ligados a ela. Desta forma, espera-se que o radical capturado influencie a 

rotação de todos os grupos ligados ao grupo NO, o que inclui o Hβ, de tal maneira que o 

desdobramento seja único para cada tipo de radical capturado. Além disso, a magnitude 

da constante de acoplamento hiperfino para o Hβ depende do ângulo diedral entre a 

ligação C-H e o orbital p no N (figura 3.5a). Se este ângulo é grande o desdobramento é 

pequeno e, inversamente, se o ângulo é pequeno, o valor de   é grande. A relação entre 

esses parâmetros é dada pela equação 3.56 [118]: 

 

   
                  (3.56). 

onde   é o ângulo diedral,    é a densidade de spin no átomo de nitrogênio do grupo NO, 

  é uma constante de proporcionalidade para cada radical e    é a mesma constante se 

     . Para nitróxidos     ,        e      . 
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Figura 3.5: (a) Projeção que define o ângulo diedral θ. Extraído da referência [118]. (b) Orientação da 

molécula do nitróxido no referencial do laboratório com os eixos principais associados aos tensores g e A 

em caso de anisotropia [117]. 

 

 A interação hiperfina mapeia a função de onda no núcleo, tendo caráter altamente 

anisotrópico devido à localização do elétron desemparelhado num orbital p. Analisando 

a figura 3.5 (b) podemos definir os eixos principais do tensor Â do acoplamento 

hiperfino: o eixo principal z está o paralelo ao orbital 2pz, o eixo x encontra-se paralelo 

ao eixo da ligação N-O. Por meio das variações da constante de acoplamento hiperfino, 

podemos obter informações sobre o deslocamento da função de onda no núcleo de N, em 

função da polaridade do solvente em que a molécula do nitróxido se encontra [119]. 

 A polaridade dos solventes é um fator importante na obtenção dos valores da 

constante  . Mudanças na polaridade dos solventes podem gerar efeitos mais 

significativos no desdobramento hiperfino que mudanças na estrutura do aduto [42]. O 

aumento na polaridade do solvente leva a um aumento no valor das constantes 

hiperfinas, sobretudo do átomo de N, devido ao aumento da densidade de spin neste 

átomo [117]. A constante de acoplamento hiperfino isotrópica em meio aquoso pode ser 

definida por      
 

 
               [117]. Além disso, a forma de linha dos 

espectros de RPE em soluções fornece informação sobre a dinâmica de rotação do 

centro paramagnético. O efeito da restrição do movimento do radical em solução pode 

ser observado pela variação das larguras de linhas e intensidades relativas das três 



55 

 

 

 

linhas em nitróxidos [117]. Mais detalhes sobre o assunto podem ser encontrados na 

referência [120].  

 

3.1.4 – Regra de seleção e taxas de transição em RPE 

 

 Em RPE a aplicação do campo magnético estático é responsável pela quebra da 

degenerescência dos estados de spin. As transições estimuladas são causadas pela 

aplicação de um campo magnético oscilante na direção x, digamos,             .  

 Transições onde ocorrem mudanças dos estados de spin eletrônico, por exemplo, 

              são chamadas transições de RPE, enquanto as transições onde 

ocorre mudança dos estados de spin dos núcleos (             ) são chamadas de 

transições de ressonância magnética nuclear (RMN). Há ainda transições onde ambos os 

estados de spin mudam. Transições do tipo               possuem baixa 

probabilidade de ocorrência, sendo chamadas de transições proibidas.  

 Um campo oscilante aplicado ao longo da direção z apenas modula os níveis de 

energia do sistema não promovendo absorção de energia. Portanto, o campo oscilante 

aplicado deve ser perpendicular ao campo estático  . Assim, o Hamiltoniano de spin 

possuirá um termo de perturbação dependente do tempo: 

               

                                    

 

(3.57). 

 

 A perturbação dependente do tempo no centro paramagnético será: 

                                         (3.58). 

 

Seja     a probabilidade de transição do nível   para o nível  , causada por uma 

perturbação dependente do tempo      aplicada ao sistema.     é dada por: 
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(3.59). 

 

 Na equação 3.59 o elemento da matriz         exige que   se acople a todos os 

estados   e  . Devemos encontrar quais os termos da matriz V são nulos ou não. A 

função Delta de Dirac impõe a condição de que     seja nula a menos que à diferença de 

energia       seja igual a   . A solução detalhada da teoria de perturbação 

dependente do tempo que leva a 3.59 pode ser encontrada no capítulo 12 da referência 

[121]. 

 Como as transições eletrônicas são causadas pela interação do campo    com o 

spin do elétron, podemos omitir a parte referente ao spin nuclear em 3.57. Então: 

 

     
  

                               ) (3.60). 

 

 Podemos escrever o operador    em função de    e   : 

 
    

 

 
         

(3.61). 

 

 Os elementos da matriz de V terão então a forma: 

                = 
 

 
                       

  
 

 
      

                     
 

 
       

        
 

 
 

 

 

(3.62). 

  

 É conveniente expressarmos a probabilidade em termos de uma função genérica 

para a largura de linha      e não da função  . A probabilidade de transição será dada 

por 3.63a com forma de linha descrita pela função Lorentziana      (para sistemas em 

soluções) (3.63b): 
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             (3.63a). 

 
      

  

 
 

 

     
        

 
(3.63b). 

 

 Os únicos termos não nulos na matriz de      são termos similares ao da equação 

3.62, onde há mudança apenas no estado de spin eletrônico. Os demais termos 

desaparecem e as transições correspondentes são ditas proibidas em RPE. Resumindo-

se, chegamos às regras de seleção para transições em RPE: 

                (3.64). 

 

3.1.5 – Spin trapping ou metodologia de captura de spins 

 

 Radicais livres são de grande interesse em sistemas biológicos, pois estão 

envolvidos em muitos aspectos relativos ao metabolismo e desempenham um papel 

importante em muitas doenças degenerativas e envelhecimento. A molécula de oxigênio, 

por ser um aceitador, participa de reações onde há transferência de cargas aceitando 

elétrons para dar origem a uma série de espécies parcialmente reduzidas, chamadas de 

EROs [122]. A detecção direta de radicais em reações bioquímicas é um processo difícil, 

uma vez que estes radicais possuem tempos de vida relativamente curtos ou muitas 

vezes as concentrações produzidas nas reações estão abaixo do limite de detecção dos 

espectrômetros de RPE (~10-8 M). Além disso, alguns radicais possuem um tempo de 

relaxação de spin muito curto à temperatura ambiente ou fisiológica, o que provoca 

alargamento da linha de RPE, tornando o sinal não detectável. Como exemplos destes 

podemos citar os radicais superóxido (O2•-) e hidroxila (OH•) [42]. A ressonância 

paramagnética eletrônica pode ser considerada uma das técnicas mais confiáveis e 

menos ambígua para a identificação e quantificação de radicais livres [42, 123]. A 

técnica de captura de spins (spin trapping) surge para ajudar a solucionar este problema.  

 Desenvolvido por Janzen e Blackburn [124] o método baseia-se numa reação de 

adição entre uma espécie radicalar e um composto diamagnético denominado spin trap. 
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Nessa metodologia, utiliza-se um composto diamagnético (spin trap) que é capaz de se 

ligar a um radical de interesse, formando um produto paramagnético estável e de tempo 

de vida relativamente longo para ser detectado por RPE, conhecido por aduto de spin 

(spin adduct). Estes adutos são geralmente do tipo nitróxido. Nitróxidos são radicais 

relativamente estáveis porque o elétron desemparelhado em sua estrutura é 

estabilizado por ressonância [125]. O elétron desemparelhado ocupa o orbital 2pz, isto é, 

um orbital   que está delocalizado sobre, pelo menos dois átomos, N e O [125]. Se os 

grupos substituintes em ambos os lados do átomo de N contém ligações  , a 

delocalização dos elétrons   se espalha por toda estrutura molecular, de forma que o 

radical ganha estabilidade considerável [125].  A ressonância estrutural no nitróxidos é 

possível porque os átomos de N e O são elementos vizinhos que possuem números 

ímpar e par de elétrons de valência [125]. Se a concentração dos adutos gerados é alta o 

suficiente, a detecção do radical por ser quantificada. A análise das constantes de 

acoplamento hiperfino, como intensidade e multiplicidade das linhas no espectro, 

fornece informação específica sobre a espécie capturada. A maior parte dos spins traps é 

solúvel em água e solventes polares e podem capturar vários tipos de radicais. Por esta 

razão, atribuir corretamente o aduto de spin ao radical capturado é um dos maiores 

desafios da técnica [118]. 

 Existem dois tipos principais de compostos orgânicos usados como spin traps: 

nitroso e nitronas. Nos compostos do tipo nitroso, o radical X• se liga diretamente ao 

átomo de nitrogênio do grupo NO, ficando mais próximo do elétron desemparelhado 

(figura 3.6a). Assim, a informação do radical capturado é obtida mais facilmente do 

espectro. Porém alguns destes compostos possuem certas desvantagens, como 

instabilidade de alguns adutos, além de sofrerem fotodegradação e não serem 

termicamente estáveis (acima da temperatura ambiente podem gerar radicais 

secundários) [126]. Como exemplo, podemos citar o MNP (2-methyl-2-nitrosopropane). 

 Os compostos do tipo nitrona (figura 3.6(b)) possuem cadeia aberta ou cíclica. 

São os compostos mais utilizados na captura de radicais presentes em sistemas 

biológicos como O2•- e OH•. Neste caso, o radical se liga ao átomo de carbono adjacente 

ao nitrogênio do grupo NO (Cα). Desta forma, alguma informação é perdida, pois o 

radical se encontra mais distante do orbital que contém o elétron desemparelhado. 
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Entretanto, a maioria dos spin traps nitrona, como PBN (N-tert-Butyl-α-phenylnitrone) e 

DMPO (5,5-dimethyl-1-pyrroline-N-oxide), possuem um átomo de hidrogênio na posição 

β, o que fornece informação sobre o radical capturado. 

 

  

Figura 3.6: (a) Interação de spin trap do tipo nitroso com radical X e (b) interação de um spin trap nitrona 

com espécie radicalar, ambos resultando num radical nitróxido. 

 

 Se os grupos ligados à molécula do nitróxido possuem spin nuclear, mas estes 

grupos estão muito distantes do orbital que contém o elétron, o espectro consistirá em 

três linhas (fig. 3.4). Núcleos com spin que estão a mais de três ligações de distância do 

grupo NO• geralmente não contribuem para o espectro de RPE 118. No caso de spin traps 

nitrona, por exemplo, há um átomo de hidrogênio numa posição β e o elétron 

desemparelhado interage com este núcleo de spin    
 

 
. O espectro mostrado na figura 

3.4 é então desdobrado em seis linhas.  

Para detectar espécies reativas de oxigênio, empregamos o uso de dois 

compostos distintos. O primeiro deles, TEMP (2,2,6,6-tetramethyl-4-piperidinol) é um 

composto usado para detecção de oxigênio no estado singleto 123, 127. A molécula de 

oxigênio em seu estado excitado singleto é diamagnética, entretanto, ao ligar-se ao 

composto TEMP, a molécula do TEMP se torna um radical do tipo nitróxido (figura 3.7). 

Também usamos PBN para detectar radicais hidroxila e/ou superóxido. 

 

Figura 3.7: Interação do spin trap TEMP com oxigênio singleto, resultando num radical nitróxido. 
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 A quantificação dos adutos de spin é feita utilizando-se uma amostra padrão de 

concentração conhecida e cuja estrutura química característica seja similar ao grupo 

nitróxido, em nosso caso. O composto 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-N-oxyl 

(TEMPOL) é muito conhecido por ser um radical nitróxido estável. A quantificação das 

espécies pode ser feita por meio da dupla integração do sinal RPE e comparação com a 

área da amostra padrão de TEMPOL. Alguns cuidados devem ser tomados durante o 

processo de quantificação. Alguns parâmetros experimentais devem ser mantidos 

constantes durante a quantificação, como utilizar o mesmo solvente para o padrão e as 

demais amostras, mesma modulação do campo magnético (que deve ser pequena o 

suficiente para resolver a interação hiperfina no espectro e da ordem de cerca de 1/3 da 

largura de linha), mesma temperatura, mesma potência de micro-ondas e evitar 

saturação dos sinais (a intensidade do sinal RPE é proporcional à raiz da potência de 

micro-ondas que incide na cavidade). 

 

3.1.6 – Espectrômetro de RPE 

 

A seguir descreveremos os princípios gerais para o funcionamento de um 

espectrômetro básico de RPE e seus componentes. 

O espectro de RPE é um diagrama em que a derivada primeira da absorção da 

radiação de micro-ondas em relação ao campo magnético é traçada em função da 

intensidade do campo magnético. Num experimento de RPE por questões técnicas, a 

medida é realizada variando-se o campo magnético estático e mantendo-se fixa a 

frequência da micro-onda. A micro-onda é levada por meio de guias de onda 

retangulares ou cabos coaxiais especiais até a cavidade ressonante, na qual a amostra é 

posicionada no centro. As micro-ondas são produzidas por uma fonte de micro-ondas, 

por exemplo, um Klystron, com frequência na faixa de 9,4 GHz (banda X). A micro-onda 

(com frequência  ) incide na cavidade de modo que o campo magnético das ondas 

eletromagnéticas geradas (        seja perpendicular ao campo magnético estático B, 

paralelo ao eixo z por convenção aqui (figura 3.2). 
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A cavidade ressonante é uma caixa metálica oca, retangular ou cilíndrica, cujas 

dimensões são comparáveis ao comprimento de onda da micro-onda. A cavidade é 

construída de modo que ondas estacionárias se formem em seu interior, assim ela 

armazena a energia da micro-onda e, portanto, na frequência de ressonância da 

cavidade, não há reflexão das micro-ondas para o exterior. O campo magnético oscilante 

das micro-ondas (B1) é perpendicular ao campo estático B gerado por um eletroímã e 

tem seu valor máximo no centro da cavidade (figura 3.8), onde posicionamos as 

amostras. Este eletroímã, por sua vez, é alimentado por uma fonte de corrente capaz de 

produzir campos magnéticos da ordem de ~1 T. 

 

 

Figura 3.8: Representação dos modos ressonantes dos campos magnético e elétrico numa cavidade 

retangular. 

 

Na figura 3.9 vemos os componentes principais de um dos espectrômetros de 

RPE localizados no laboratório de Ressonância Magnética do Departamento de Física da 

UFMG. 



62 

 

 

 

 

Figura 3.9: Componentes principais de um espectrômetro de RPE. 

 

A fonte de micro-ondas gera o campo magnético oscilante conduzido até a 

cavidade por meio de guias de onda. A potência das micro-ondas pode ser variada 

usando-se um atenuador, cuja função é bloquear o fluxo da radiação incidente na 

cavidade. O atenuador é responsável por controlar a potência de micro-onda que chega a 

cavidade. Um circulador permite o direcionamento do fluxo das micro-ondas. As micro-

ondas refletidas não voltam para a fonte, elas são direcionadas para o diodo detector. O 

diodo detector converte a potência da micro-onda em corrente elétrica. Para manter 

acopladas a frequência das micro-ondas e a frequência de ressonância da cavidade usa-

se um controle automático de frequência (CAF). O CAF mantêm estas frequências iguais 

modulando a micro-onda com um sinal de 8 kHz, cuja fase será comparada por um 

amplificador lock-in com a fase do sinal refletido. Se os sinais estiverem fora de fase, o 

sistema irá gerar uma voltagem proporcional à diferença de fase, corrigindo a frequência 

da micro-onda. Esse procedimento é realizado sempre que se introduz uma nova 

amostra na cavidade, pois esse processo altera o acoplamento e a fase das ondas 

refletidas. 

A qualidade do sinal detectável pode ser melhorada utilizando-se uma modulação 

de 100 kHz para o campo estático B. Esse sinal é detectado por um amplificador lock-in 
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que compara o sinal da onda refletida em fase com o sinal de referência, amplificado e 

modulado. Quando o sistema atinge a condição de ressonância, isto é, quando o valor do 

campo B equivale à diferença de energia    entre dois níveis de spin, a amostra absorve 

radiação e o acoplamento é destruído, refletindo num aumento no sinal refletido. Essa 

mudança é detectada pelo diodo e pelo amplificador lock-in que gera uma tensão 

proporcional a essa variação, enviando-a ao computador onde a medida é salva. O sinal 

detectado, devido à absorção, possui geralmente a forma de uma função Gaussiana ou 

Lorentziana, mas devido à modulação de 100 kHz do campo, o que é visualizado é a 

derivada primeira da absorção. 

A intensidade do sinal de RPE é proporcional ao número de transições 

(proporcional à concentração de spins) entre o estado fundamental e um nível mais 

energético do centro paramagnético. A diferença na população desses níveis pode ser 

controlada por dois fatores: a temperatura de medida e a potência de micro-onda que 

incide na amostra. A variação destes dois fatores favorece que a condição de saturação 

seja evitada. 

As medidas de RPE foram realizadas em espectrômetro MiniScope MS400 

(Magnettech, Alemanha) operando na frequência de 9,4 GHz (banda X) e à temperatura 

ambiente. Para medir as soluções, utilizamos capilares de vidro (1,0 mm de diâmetro 

interno) posicionados dentro de tubo de quartzo. Os parâmetros usados foram: potência 

de micro-onda de 1 mW, amplitude do campo  de modulação de 0,2 mT, frequência de 

modulação de 100 kHz e campo central 337 mT. Os espectros simulados foram feitos 

utilizando-se o programa EPR-NMR desenvolvido na Universidade de Saskatchewan, 

Canadá, pelo grupo de Ressonância do Professor John A. Weil. Este programa é capaz de 

simular espectros de amostras, calculando os níveis de energia por meio das transições 

inseridas num arquivo de entrada, que contem a informação sobre as interações de cada 

sistema. O Hamiltoniano de spin é introduzido por meio de matrizes, onde cada matriz 

refere-se a um tipo de interação. O programa diagonaliza esse Hamiltoniano e fornece o 

espectro desejado com seus parâmetros. 
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3.2 – Espectroscopia de absorção ótica UV-Vis 

A absorção ótica na região do UV - visível de átomos e moléculas está associada a 

transições eletrônicas entre os níveis eletrônicos do material, causada pela transferência 

de energia eletromagnética da radiação incidente para o material iluminado. Por ser 

dependente da estrutura eletrônica das moléculas, a absorção ótica é uma importante 

técnica de caracterização. Em transições eletrônicas, as moléculas absorvem um quanta 

de energia provida pelos fótons, excitando elétrons em seu estado fundamental, que 

saltam para um estado de maior energia. 

Quando um feixe de radiação atravessa uma substância absorvedora sua 

intensidade é atenuada por processo de absorção, reflexão nas paredes da célula e 

devido a fenômenos de dispersão. Considerando-se apenas a absorção, podemos 

relacionar a intensidade do feixe incidente (I0), paralelo, monocromático e de 

comprimento de onda  , com o feixe transmitido (I): 

                 (3.65). 

 

onde C é a concentração do absorvedor, L é o caminho ótico percorrido pela radiação, 

     é o coeficiente de absorção molar. A transmitância (T) é definida pela razão entre a 

intensidade do feixe incidente e transmitido: 

 
  

 

  
            

(3.66). 

 

A absorbância é definida pela lei de Lambert-Beer: 

                   (3.67). 

 

Em um experimento padrão a luz de uma lâmpada incide em uma rede de 

difração e variando o ângulo da rede de difração o comprimento de onda é variado. O 

espectrofotômetro utilizado neste trabalho é da companhia Shimadzu modelo UV-3600 

e as amostras em solução aquosa foram medidas em temperatura ambiente utilizando-
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se cubetas de quarto de 10 mm de caminho ótico. A luz é colimada por uma lente em um 

feixe e direcionada à amostra. O feixe atravessa a amostra e é capturado por um sistema 

de diodos detectores. As informações são então enviadas ao computador por um sistema 

eletrônico. 

 

3.3 – Microscopia Eletrônica de Transmissão 

 A microscopia eletrônica é uma técnica útil na caracterização morfológica de 

estruturas, na identificação de estruturas cristalinas, defeitos e contornos de grão. A 

técnica pode ainda ser acoplada a espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) 

para fornecer informação sobre a composição química de materiais. As imagens de 

microscopia eletrônica de transmissão foram obtidas em microscópio Tecnai G2-20 - 

Super Twin FEI - 200 kV no Centro de Microscopia da UFMG. 

 

3.4 – Potencial Zeta 

 Nanopartículas em meio líquido adquirem uma carga elétrica em sua superfície 

devido à adsorção de grupos iônicos presentes na solução. A carga líquida na superfície 

da nanoestrutura afeta a distribuição de íons na vizinhança, aumentando a concentração 

de contra-íons junto à superfície da estrutura, o que leva á formação de uma dupla 

camada na interface partícula/solução [128]. Na região mais interna (camada de Stern) 

desta dupla camada os íons estão fortemente ligados à superfície da partícula e, na 

camada exterior, a concentração de íons é determinada pelo equilíbrio de forças 

eletrostáticas e movimento térmico (figura 3.10). O potencial Zeta pode ser visto como 

uma medida da atração/repulsão eletrostática entre partículas carregadas, sendo útil 

para prever a estabilidade de soluções coloidais. Maior o valor absoluto do potencial 

Zeta, maior será a estabilidade da solução coloidal, devido à repulsão eletrostática entre 

as partículas. A medida de potencial Zeta não pode ser feita diretamente. Ela é feita 

indiretamente por meio da aplicação de uma tensão a dois eletrodos em uma cubeta 

onde se encontra a suspensão coloidal. As partículas carregadas irão mover-se na 

direção do eletrodo de carga contrária. A mobilidade eletroforética (m2/Vs) pode ser 
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definida pela razão entre a velocidade do deslocamento das partículas e o campo 

elétrico. A partir da mobilidade eletroforética é possível calcular o potencial Zeta [128]. 

Os dados de potencial Zeta foram obtidos em sistema Malvern Zeta Sizer Nano ZS 

(Departamento de Química, UFMG). 

 

 

Figura 3.10: Concentração de íons em relação à superfície de uma partícula de carga negativa em uma 

suspensão. 

 

3.5 – Espectroscopia de Infravermelho 

 A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é uma 

técnica muito utilizada para determinar a composição química de substâncias por meio 

de absorção de radiação na região do infravermelho (IV) (100 - 10000 cm-1).  A 

espectroscopia de infravermelho fornece informação sobre os níveis vibracionais de 

espécies poliatômicas. Os modos de vibração associados com mudanças no momento de 

dipolo elétrico das moléculas podem ser diretamente excitados por radiação 

eletromagnética no infravermelho. Espécies químicas absorvem um quantum de energia 

da radiação eletromagnética, dando origem a uma transição vibracional fundamental 

para um estado vibracional excitado. A análise da energia da radiação absorvida pela 
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espécie e daquela que foi transmitida fornece informações sobre a estrutura química dos 

compostos e de sua geometria. As ligações químicas das substâncias possuem 

frequências de vibração bem características, residindo na faixa do IV, tornando a 

espectroscopia de infravermelho uma importante técnica para caracterização química. 

Regras de seleção permitem que as transições ocorram apenas entre estados 

vibracionais mais próximos (do estado vibracional fundamental para o primeiro estado 

vibracional excitado, por exemplo) e que estas transições devem estar associadas a 

mudanças no momento de dipolo das espécies poliatômicas.  

 Os espectros de IV de transmissão (ou absorção) presentes neste trabalho foram 

realizados em espectrômetro FTIR Nicolet-Nexus 470 (64 scans, resolução espectral de 

4 cm-1). As amostras em solução foram preparadas por meio de gotejamento das 

mesmas em lâminas de vidro e, secas em estufa em atmosfera de O2, à temperatura de 

50°C. 

 

3.6 – Preparação de amostras 

3.6.1 – Preparação das nanoestruturas de ouro e porfirina 

 

 A síntese de nanoestruturas de ouro de forma simples e que permita modificar 

forma e tamanho de maneira controlada tem sido um objeto desafiador de pesquisa. 

 O método de crescimento de nanobastões mediado por sementes de Au na 

presença do surfactante catiônico brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB) têm sido 

melhorado continuamente desde sua publicação por Jana et al. [83, 84] e Nikoobakht e 

El-Sayed [85]. Neste trabalho, serão utilizadas duas metodologias de síntese baseadas 

nos trabalhos de Jana et al. [83, 84] e Nikoobakht e El-Sayed [85] (método de semente) 

adaptadas por trabalhos de Ye et al. [86, 129] e outra síntese baseada no trabalho de Lai 

et al. [90] (método sem semente). Isso se deve à facilidade de síntese pelo método sem 

semente em comparação ao método com semente. O rendimento final em relação ao 

número de nanobastões de ambas as sínteses também é muito parecido, sendo da ordem 

de 1012 nanobastões por mL de solução. 
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Preparação de nanopartículas de ouro estabilizadas por citrato de sódio (AuNP-

cit): As nanopartículas de ouro foram preparadas pelo método de Turkevich [80]. Em 

um Erlenmeyer, 250 µL de HAuCl4 (0,1 M) (Sigma-Aldrich) foram adicionados a 50 mL 

de água deionizada a 80 °C sob agitação vigorosa. A solução foi mantida sob 

aquecimento até a solução entrar em ebulição. Em seguida, 5 mL de uma solução aquosa 

de citrato de sódio (Sigma-Aldrich) (1% em massa) foi imediatamente adicionada à 

solução de íons de Au. Após alguns minutos a coloração da solução mudou de roxo 

escuro para vinho, indicando a formação das nanopartículas de ouro. 

 

Preparação de nanopartículas de ouro com carga superficial positiva (AuNP-cys): 

Para sintetizar nanopartículas com carga superficial positiva utilizamos um protocolo 

descrito por Jv et al. [130] com uma adaptação do método proposto inicialmente por 

Niidome e colaboradores [131] baseado na redução de HAuCl4 por NaBH4 na presença 

de cisteamina (HSCH2CH2NH2) (Sigma-Aldrich). De forma resumida, a síntese se inicia 

com a adição de 570 µL de HAuCl4 (0,1 M) a 40 mL de água deionizada sob agitação, em 

temperatura ambiente e, em seguida 400 µL de solução aquosa de cisteamina (213 mM) 

foi acrescentada à esta solução de íons Au ainda sob agitação. Após 20 minutos em 

agitação, 10 µL de uma solução fresca e refrigerada de NaBH4 (10 mM) foi adicionada 

sob agitação vigorosa e mantida sob agitação por mais 10 minutos. O diâmetro médio 

das AuNP-cys é de 34 nm [130, 131]. 

 

Preparação de nanobastões de ouro (método com semente - seed): HAuCl4 é 

reduzido a temperatura ambiente por um agente redutor forte, como borohidreto de 

sódio, para produzir partículas esféricas de cerca de 3 nm, que servem como sementes. 

Para isso, 10 mL de uma solução de HAuCl4 (0,01 mM) é misturada com  0,2 M de CTAB 

(Sigma-Aldrich).  Em seguida, sob agitação, 0,5 mL de uma solução fresca de NaBH4 

(0,01M) (Sigma-Aldrich) é adicionada à solução contendo íons  Au3+ e CTAB. A coloração 

da solução varia de amarelo para um tom marrom-amarelo. A solução semente é 

mantida sob agitação a temperatura ambiente por 1 hora antes de ser usada. Para 

preparar a solução de crescimento 1,8 g de CTAB e 1 mL oleato de sódio (0,1 M) foram 

dissolvidos em 50 mL de água deionizada aquecida a 60 oC, de acordo com o reportado 
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por Ye et al. [86, 129]. A solução foi resfriada naturalmente até atingir 30 oC, quando 

então,  2,4 mL de uma solução aquosa de AgNO3 (4 mM) (Sigma-Aldrich) foi adicionada. 

A mistura foi mantida sem perturbações a 30 oC por 15 minutos,  em seguida 500 µL de 

HAuCl4 (1 mM) foi adicionado. O pH deve ser ajustado para 1,5 adicionando-se HCl (37 

%). Na sequência 400 μL de ácido ascórbico (C6H8O6) (64 mM) (Sigma-Aldrich) foi 

adicionado. A solução foi agitada vigorosamente durante 30 segundos até se tornar 

incolor. Finalmente, 160 μL da solução semente são injetados na solução de crescimento. 

A mistura final foi agitada por 30 segundos e mantida sem perturbação num banho 

térmico a 30 oC por 24 horas para crescimento dos nanobastões. Após 24 horas, a reação 

é interrompida por centrifugação (8000 rpm por 15 minutos) e o produto final é 

coletado e redispersado em 50 mL de água deionizada. Para remover o excesso de CTAB, 

três lavagens foram feitas sem risco de agregação dos nanobastões. 

 

Preparação de nanobastões de ouro (método sem sementes - seedless): Este 

método de síntese foi adaptado dos trabalhos de Lai et al. [90] e Ye et al. [86, 129]. Em 

um béquer aquecemos 50 mL de água deionizada até atingir 50°C. Em seguida, 

adicionamos 0,7 g de CTAB e mantemos a solução sob agitação (não vigorosa) até que o 

CTAB solubilize completamente. Após o CTAB estar completamente solubilizado, ainda 

sob agitação, adiciona-se 1 mL de oleato de sódio (0,1 M) até que solubilize. Em seguida, 

a solução é resfriada até atingir 30°C aproximadamente e adiciona-se 250 µL de HAuCl4 

(0,1 M). Após alguns minutos de ultrassonificação a solução se torna incolor. Adiciona-se 

em seguida 1,25 mL de AgNO3 (4 mM) agitando-se gentilmente. O pH da solução é 

ajustado para 1,5 usando-se HCl. Após, 75 µL de ácido ascórbico (64 mM) são 

adicionados à solução que é levada novamente ao ultrassom para homogeneizar. 

Finalmente, adiciona-se 5 µL de NaBH4 (10 mM) (sem agitação) e a solução é mantida 

sem perturbação por cerca de 12 horas. Após esse período, a suspensão coloidal é 

centrifugada a 8000 rpm por 15 minutos com remoção do precipitado e rediluição em 

50 mL de água DI. Após duas lavagens para remoção do excesso de CTAB, a suspensão 

ainda permanece estável. 
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Síntese das porfirinas: As porfirinas foram sintetizadas em colaboração com a 

professora Dayse Carvalho do Departamento de Química da UFMG. Brevemente, 

5,10,15,20-tetrakis(N-methylpiridinium-4-yl)porphyrin tosylate salt [H2TM4PyP(OTs)4] 

(POR) foi preparada via alquilação de meso-tetrakis(4-pyridyl)porphyrin de acordo com 

adaptação do método de síntese reportado por Safar et al. [132]. Verteporfin (VER), um 

derivativo de benzoporfirina, aprovado para uso comercial em TFD pelo FDA [43], foi 

utilizado para fins comparativos (Sigma-Aldrich). 

 

3.6.2 – Preparação de amostras para RPE 

 

 Como mencionado na seção 3.1.5, na metodologia de captura de spins utiliza-se 

um composto diamagnético capaz de ligar-se a um radical de interesse, formando um 

produto paramagnético estável e de vida longa suficiente para ser detectado por RPE, o 

aduto de spin. De acordo com as discussões anteriores, as espécies reativas de oxigênio 

geradas durante a fotossensibilização de porfirinas são majoritariamente 1O2, OH• e O2-•. 

Para detectar espécies reativas de oxigênio, empregamos o uso de dois compostos 

distintos: TEMP e PBN. 

Os spin traps TEMP (2,2,6,6-tetramethyl-4-piperidinol) e PBN (N-tert-Butyl-α-

phenylnitrone), o radical livre TEMPOL (4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl), 

D-manitol (C6H14O6), azida de sódio (NaN3), dimetilsulfóxido (DMSO) e 4,5-dihydroxy-1,3-

benzenedisulfonic acid dissodium salt monohydrate (Tiron) foram adquiridos de Sigma 

Aldrich.  

 Para realização das medições de ressonância paramagnética eletrônica, uma 

solução aquosa de TEMP (1 M) foi preparada na ausência de luz. PBN possui baixa 

solubilidade em água e por esta razão foi preparado em um uma mistura de água 

deionizada e etanol (VETEC) na razão em volumes 1:1 v/v, atingindo uma concentração 

final de 85 mM. As concentrações dos spin traps utilizados são altas, pois é necessário 

que haja moléculas suficientes das armadilhas de spin para capturar as espécies reativas 

geradas. A concentração absoluta de spins foi estimada por meio de dupla integração do 

sinal RPE de um radical nitróxido conhecido, TEMPOL. Utilizamos uma solução estoque 
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de TEMPOL na concentração 1 mM. A porfirina H2TM4PyP(OTS)4 (POR) é solúvel em 

água e foi preparada em água deionizada na concentração 14,5 µM. Outro 

fotossensibilizador comumente usado em TFD, Verteporfin (VER), foi usado para 

comparação da atividade fotodinâmica. Verteporfin apresenta baixa solubilidade em 

água e foi primeiramente diluída em DMSO e então em água deionizada (1:8 v/v) com 

concentração final de 14,5 µM. 

Com o intuito de manter a padronização das séries de medições realizadas em 

RPE/spin trapping, as amostras foram preparadas da seguinte forma: em um microtubo 

cônico adicionamos 50 µL de spin trap TEMP (1 M) ou spin trap PBN (85 mM), 25 µL de 

porfirina (14,5 µM) e 25 µL de AuNP ou AuNR. Nas soluções controle, água deionizada 

foi usada para substituir as porfirinas, AuNP ou AuNR. Para compor os sistemas 

híbridos, as porfirinas foram misturadas manualmente às nanoestruturas de ouro em 

um microtubo e em seguida adicionamos os compostos de armadilhas de spin. As 

soluções foram colocadas em capilares de vidro que são posicionados no interior de 

tubos de quartzo para realização da leitura dos espectros RPE (figura 3.11). Todas as 

amostras são preparadas na ausência de luz e iluminadas por uma lâmpada LED usando 

filtros amarelo (570 nm) ou vermelho (630 nm). A radiância integrada, medida sob as 

mesmas condições experimentais, para a fonte de luz com comprimentos de onda 570 e 

630 nm, foi 16 e 6 mW cm−2 respectivamente, calibradas por um medidor de potência 

Coherent Lasermate/D. 

Para os testes com luz UVA, utilizamos um laser (375 nm) com spot de 1,74 ± 0,15 

mm. As amostras foram irradiadas em cubeta de quartzo com 1 mm de caminho ótico, de 

forma que uma lente divergente foi utilizada para espalhar o feixe por uma área de cerca 

de 2 cm2 da cubeta de quartzo utilizada para irradiação das amostras. A potência do 

feixe incidente nas amostras é de 5 mW. A cada tempo de iluminação, um volume de 

cerca de 50 µL foi aliquotado em tubos capilares e os mesmos são posicionados dentro 

do tubo de quartzo para as medidas de RPE. 
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Figura 3.11: Preparação das amostras para medição de RPE. 

 

Para as irradiações com raios gama as amostras foram irradiadas no Centro de 

Tecnologia Nuclear (CDTN) numa instalação comercial da MDS Nordion, Canadá, com 

fonte radioativa de 60Co. As soluções foram misturadas em tubos cônicos, conforme 

descrito, e irradiadas nos mesmos. Após, as soluções são aliquotadas e medidas em 

capilares de vidro posicionados em tubo de quarto.  

A proporção entre os volumes dos componentes dos sistemas e concentrações 

foram mantidos constantes em todos os testes: ½ do volume corresponde à solução do 

spin trap, ¼ do volume é de AuNR e ¼ do volume é de POR. No caso das amostras 

controle, ¼ do volume de AuNR ou POR é substituído por H2O deionizada. Para os testes 

com supressores, além dos volumes descritos, adiciona-se ¼ em volume de solução do 

supressor, nas concentrações determinadas. Todos os resultados apresentados são 

referentes à nanobastões de ouro produzidos pelo método com semente. 
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4 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 – Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

 Por meio das imagens obtidas por MET de alta resolução (200 kV), obtivemos a 

morfologia (tamanho e forma) das nanoestruturas de ouro sintetizadas. As imagens 

obtidas para as nanopartículas de ouro (AuNP) e nanobastões de ouro (AuNR) são 

mostradas nas figuras 4.1, respectivamente. O software ImageJ [133] foi usado para 

estimar o tamanho médio das nanoestruturas. O comprimento e largura médios dos 

nanobastões de ouro sintetizados pelo método de semente são 33 ± 4 nm e 8,5 ± 1,2 nm, 

respectivamente. Já o diâmetro médio de AuNP-cit é 20 ± 2 nm, de acordo com imagens 

de microscopia eletrônica. 

(a) 

 

 

 

(b) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.1: Imagens de microscopia eletrônica de transmissão de AuNP (síntese com  citrato) (a) e AuNR 

(método com semente) (b). Histogramas com a distribuição dos tamanhos para o diâmetro de AuNP e 

comprimento e largura de AuNR. 
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4.2 – Espectroscopia de absorção UV-Vis e Potencial Zeta  

 Nanoestruturas de ouro apresentam propriedades óticas e químicas muito 

interessantes. Dentre estas propriedades podemos citar a facilidade de funcionalização 

de sua superfície e bandas de absorção intensas devido ao fenômeno de ressonância de 

plasmons de superfície, que promove oscilação coletiva de elétrons de condução na 

presença de campo eletromagnético [20, 134, 135]. A figura 4.2 (a) mostra o espectro de 

absorção ótica de nanobastões de ouro das duas bandas características observadas em 

519 nm (modo transverso) e 863 nm (modo longitudinal). Em contraste, as 

nanopartículas de ouro apresentam apenas um modo de ressonância plasmônica 

centrado em 520 nm (figura 4.2 (b)). As concentrações estimadas das soluções 

preparadas de nanoestruturas são 4,5(4) x 1012 NR/mL para AuNR, 5,0(5) x 1013 NP/mL 

para AuNP-cit e 1,0(1) x 1014 NP/mL para AuNP-cys. 

 O espectro de absorção da porfirina POR em solução aquosa é mostrado na figura 

4.2 (a) e (b) (linha vermelha). Este espectro é caracterizado pela presença de uma banda 

de absorção intensa na região do UV (422 nm), a banda de Soret, e outras bandas menos 

intensas na região do espectro visível, chamadas bandas Q (figura 4.3 (b)). A Vertepofin 

também apresenta a característica banda de Soret e bandas Q (figura 4.3 (a)). Não foi 

observada nenhuma mudança nas posições do modo longitudinal de ressonância para 

AuNR nos sistemas híbridos formado por POR/AuNR (figura 4.2 (a) – linha azul) ou 

VER/AuNR (figura 4.3 (a) – linha azul). O espectro de absorção das porfirinas é 

característica de seus macrociclos e ocorrem devido a transições       A intensidade e 

número das bandas Q estão relacionadas ao tipo e gênero de substituintes periféricos no 

macrociclo e qualquer mudança nesses substituintes pode ser observada por uma 

variação nas bandas Q da porfirina [136]. A mudança nas bandas Q de porfirinas pode 

estar relacionada à interação entre FS e nanoestrutura. Lin e colaborabores atribuíram 

um desvio para o vermelho em uma das bandas Q da Clorina e6 (Ce6) à interação entre 

os componentes do híbrido, num sistema composto por vesículas de ouro carregadas 

com o FS [137]. Devemos notar que nenhum desvio nas bandas Q do FS ou do modo 

longitudinal dos nanobastões de Au foi evidenciado pelas nossas medidas. 
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Figura 4.2: Espectro de absorção UV-Vis: (a) AuNR (linha preta); porfirina H2TM4PyP(OTs)4 (POR)  em 

solução aquosa (linha vermelha); e sistema híbrido POR/AuNR (linha azul); (b) mesmos espectros 

gerados para nanopartículas esféricas de ouro (AuNP-cit e AuNP-cys) em substituição ao AuNR. 
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Figura 4.3: Espectros de absorção ótica para Verteporfin (linha azul) e em substituição à POR nos 

sistemas híbridos com AuNR (a). Em (b) podemos comparar as bandas Q das duas porfirinas testadas. 

Verteporfin foi solubilizada em DMSO e água deionizada, enquanto POR e AuNR estão em solução aquosa. 

 

 Medidas de potencial Zeta foram realizadas para avaliar a carga superficial das 

nanoestruturas nas soluções de porfirinas e suspensões coloidais com o objetivo de 

investigar em mais detalhes a interação da porfirina e nanoestruturas metálicas nos 

sistemas híbridos. Para os nanobastões de ouro (AuNR), nanopartículas de ouro AuNP-
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cit e AuNP-cys, o potencial Zeta medido foi +19,2(5) mV, -15,8(5) mV e +42,2(4) mV, 

respectivamente. Estes resultados estão em acordo com modelos apresentados na 

literatura [10, 138-140] e são consistentes com modelo em que os nanobastões 

recobertos com CTAB possuem carga superficial positiva devido à bicamada de CTAB. O 

CTAB é um surfactante anfifílico que dispõem sua cabeça hidrofílica (grupos 

trimetilamônio catiônicos) para o meio aquoso, conferindo carga positiva à superfície de 

AuNR [10, 138]. Por outro lado, AuNPs possuem carga superficial negativa, devido à 

presença de citrato de sódio, usado como agente redutor e estabilizante [139, 140]. A 

adsorção de grupos -NH2 positivamente carregados da cisteamina usada na síntese de 

AuNP-cys é responsável pela carga superficial positiva destas nanopartículas [130]. É 

importante notar que o potencial Zeta fornece também informação sobre a estabilidade 

das soluções coloidais. Podemos perceber pelos valores absolutos do potencial Zeta 

distantes de zero, que as soluções coloidais são bem estáveis, não experimentando 

agregação. A porfirina POR possui potencial Zeta -2,4(2) mV, uma carga superficial 

levemente negativa. Verteporfin apresentou carga de superfície -11,8(2) mV.  

 

4.3 – Espectroscopia de Infravermelho 

 A concentração do surfactante CTAB em nanobastões de ouro foi determinada 

por meio de espectroscopia de infravermelho. As amostras foram gotejadas sobre 

lâminas de vidro e secas sob atmosfera de O2. Inicialmente, obtivemos curvas de 

absorção de uma gota de CTAB puro em solução aquosa em diferentes concentrações 

(figura 4.4 (a)). Os espectros obtidos nos permitiram determinar a concentração de 

CTAB, por meio de uma curva de calibração, i.e., absorbância (concentração molar x 

número de gotas) para a banda em 2850 cm-1 (figura 4.4 (b)). Desta forma, a 

concentração de CTAB, antes e após a lavagem, na suspensão de AuNR foi determinada. 

A figura 4.5 nos fornece o espectro das amostras (lavada e não lavada) gotejadas sobre a 

lâmina de vidro, que nos permitiram estimar a concentração de CTAB em cada amostra 

por meio da curva de calibração. O CTAB (C16H33N(CH3)3+Br-)  é uma molécula anfifílica 

que contêm em sua estrutura uma cadeia de metileno de 16 carbonos (cauda 

hidrofóbica) e uma cabeça hidrofílica (grupo amônio quaternário) [141]. As duas bandas 
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intensas em 2917 e 2850 cm-1 são, respectivamente, características do estiramento 

(stretching) assimétrico e simétrico do C-H na cadeia C-CH2 do grupo metileno. O pico 

em 2871 cm-1 é atribuído a estas vibrações de estiramento nas ligações CH3. As outras 

bandas menos intensas em 2943 e 2958 cm-1 pertencem à vibração de estiramento 

assimétrico do C-CH3 e estiramento simétrico do N-CH3, respectivamente [141]. A banda 

presente em 3017 cm-1 é atribuída ao modo vibracional tesoura (scissoring) assimétrico 

da ligação C-H presente no CH3-N [142]. A concentração final de CTAB presente nas 

amostras foi determinada por meio de ajuste linear da curva de absorção em função da 

concentração de CTAB (curva de calibração) para diferentes concentrações de CTAB (1 

mM, 2 mM, 3 mM e 5 mM) de amostras secas gotejadas em lâmina de vidro (figura 4.4). 

A intensidade da banda de absorbância em 2850 cm-1 correspondendo a 1 gota de CTAB 

(1 mM) é 0,062 ± 0,002. A absorbância segue a Lei de Lambert-Beer. Podemos ver pela 

figura 4.4 (b) que a absorbância aumenta linearmente com a concentração da solução e 

em função do número de gotas (figura 4.5). A figura 4.5 fornece o espectro de absorção 

no infravermelho das amostras de AuNR lavada e não lavada. O espectro mostra 

claramente que a lavagem remove uma grande quantidade de CTAB das suspensões de 

nanobastões de ouro. As concentrações de CTAB encontradas para as amostras de AuNR 

são 25,0 mM para a amostra não lavada e 0,5 mM após lavagem para remover o excesso 

de CTAB nas suspensões. O CTAB, por ser uma molécula anfifílica forma uma bicamada 

que recobre os nanobastões de ouro na suspensão coloidal aquosa. 
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Figura 4.4: Espectro de absorção FTIR dos resíduos secos de 1 gota de solução aquosa de CTAB com 

diferentes concentrações (a) e curva de calibração obtida (absorbância absoluta da banda mais intensa em 

2850 cm-1 em função da concentração molar x número de gotas) (b). 

 

 

Figura 4.5: Espectro de absorção FTIR das amostras gotejadas sobre lâminas de vidro, usando suspensões 

de AuNR recobertas com CTAB não lavada e lavada. O espectro das amostras AuNR lavados foram 

multiplicados por 5 para permitir uma comparação visual com o espectro intenso da amostra não lavada.  
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4.4 – Ressonância Paramagnética Eletrônica 

4.4.1 – Ressonância Paramagnética Eletrônica das amostras irradiadas com luz na 

região do visível 

 

 A fim de avaliar as propriedades fotoquímicas das porfirinas e dos híbridos, 

foram realizados experimentos de ressonância paramagnética eletrônica utilizando-se a 

metodologia de armadilha de spin (spin trapping). Quando o spin trap TEMP e porfirinas 

são misturados em solução aquosa, a irradiação das amostras com luz de comprimentos 

de onda 570 nm (amarelo) ou 630 nm (vermelho) produz um sinal de RPE composto por 

três linhas típico do radical nitróxido (figura 4.6 (a)). As três linhas do sinal do TEMPOL 

são originadas pela interação hiperfina entre um elétron desemparelhado e o átomo de 

nitrogênio da molécula (14N, spin nuclear I = 1, 99,63% abundância). 

 O fator g eletrônico e a constante de acoplamento hiperfino a podem ser obtidos 

por meio de simulações usando-se o Hamiltoniano de spin descrito pela equação 3.38. 

Os valores obtidos para o fator g e constante hiperfina foram respectivamente, g = 

2,0056(2) e aN = 1,68(2) mT. Estes valores estão de acordo com os valores obtidos para 

o TEMPOL comercial [143]. A pequena diferença nas intensidades dos espectros 

calculado e experimental ocorre em razão dos desvios gerados pelo regime de 

estreitamento do movimento (motional narrowing) da molécula do nitróxido no 

solvente [120]. Devido ao movimento da molécula no solvente, o espectro obtido é 

resultado de uma média entre as orientações das moléculas do nitróxido. A teoria que 

descreve o movimento de moléculas radicalares em solução [120] prevê tempos de 

relaxação spin-spin (T2) distintos para cada uma das transições envolvendo o spin 

nuclear de 14N, portanto, a largura de linha, que é dependente de T2, irá variar para cada 

uma destas transições [113]. O movimento de um spin-label ou marcador de spin 

(geralmente um radical nitróxido ligado covalentemente a um substrato) pode ser 

caracterizado pelos tempos de correlação,   , que é análogo à frequência de rotação da 

molécula [144]. No regime chamado “fast motion”, caracterizados por tempos de 

correlação entre 10-9 – 10-11 s, a molécula possui maior liberdade para rotacionar em 
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torno do eixo da ligação N-O [144, 145], mostrando um espectro RPE formado por três 

linhas de intensidades muito próximas.  

 

  

Figura 4.6: Espectros de RPE típicos obtidos a temperatura ambiente após iluminação em 570 nm 

contendo porfirina POR e (a) solução aquosa de TEMP ou (b) PBN em etanol/água (1:1 v/v). Espectros 

experimentais são mostrados em preto e espectros simulados (usando Hamiltoniano de spin fornecido 

pela equação 3.38) em vermelho (aduto 1), verde (aduto 2) ou azul (aduto 1 + aduto 2). 

 

 Os experimentos de RPE associados à metodologia de armadilhas de spin 

realizados com PBN juntamente com as porfirinas mostraram a existência de duas 

espécies distintas de adutos, chamados aduto 1 e aduto 2, após a iluminação das 

amostras com luz de comprimentos de onda 570 nm e 630 nm (figura 4.6 (b)). O aduto 

de spin 1 (linha vermelha na figura 4.6 (b)), é referente as três linhas de RPE 

características de radicais nitróxido, similar ao espectro obtido para o TEMPOL, devido à 

interação hiperfina do elétron desemparelhado com o spin nuclear do 14N (I = 1, 100% 

abundância). A simulação dos espectros pode incluir também outra interação hiperfina 

relativamente pequena não resolvida com o átomo de H, da ordem de 0,021 mT para o 

caso do aduto do radical OH• com PBN [146]. Os parâmetros do Hamiltoniano de spin 

que melhor se ajustam ao espectro experimental para o aduto 1 são g = 2,0056(2), aN = 

1,69(2) mT e aH = 0,09(5) mT. O aduto de spin 1 pode ser atribuído à forma 

desprotonada da molécula de PBN. De acordo com Hensley et al. [147], se a interação 

entre PBN e o radical capturado for suficiente para decompor a molécula de PBN, um 
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sinal característico de nitróxidos é esperado. Em contraste, o espectro de RPE do aduto 

de spin 2, consiste em seis linhas, originadas pelo acoplamento hiperfino entre spin 

eletrônico e spin nuclear do átomo de 14N (I = 1) próximo. Cada uma das três linhas 

referentes ao acoplamento hiperfino entre spin nuclear do N e o elétron 

desemparelhado é desdobrada em duas linhas em razão da interação hiperfina com o 

spin nuclear de um próton adjacente, referente ao átomo de hidrogênio na posição β na 

molécula de PBN (1Hβ, I = 1/2). Esta interação hiperfina devido ao Hβ é maior que a 

observada para o aduto 1, que é desprezível [42]. A simulação dos espectros 

experimentais nos forneceu os seguintes valores para o Hamiltoniano do aduto 2: g = 

2,0057(1) , aN = 1,59(2) mT e aH = 0,35(5) mT (linha verde na figura 4.6 (b)). Estes 

parâmetros são típicos para o aduto PBN-CH(OH)CH3
, resultado da interação de radicais 

hidroxila com o etanol  [42]. 

 A análise da saturação do sinal de RPE foi avaliada. O sinal RPE é obtido enquanto 

o nível de energia mais baixo tiver maior ocupação. Dizemos que o sistema está saturado 

quando os níveis de spin estão igualmente populados. Quanto maior a potência de 

micro-ondas usada maior a chance de energia ser absorvida e, se o processo relaxação é 

lento, o uso excessivo de potência de micro-ondas promoverá a igualdade na população 

dos níveis, saturando o sistema. A saturação pode causar alargamento do espectro RPE. 

A intensidade do sinal RPE deve ser proporcional à raiz quadrada da potência de micro-

ondas incidente na cavidade, sendo linear a relação entre estas grandezas. Como vemos 

na figura 4.7, esta condição é obedecida. Na figura 4.7 (b) observamos os valores para a 

área obtida por meio da dupla integração do sinal RPE do TEMPOL em função da 

concentração, utilizada para quantificar o sinal RPE dos adutos de spin gerados. 
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Figura 4.7: (a) Curva de saturação do sinal de RPE do aduto de spin TEMP-1O2. (b) Curva de concentração 

do radical (em mM) em função da integral dupla do sinal do TEMPOL. 

 

 Com o objetivo de obter a concentração absoluta dos adutos de spin em função do 

tempo de iluminação, os espectros de ressonância paramagnética eletrônica são 

integrados duas vezes e a área é, em seguida, comparada à área calibrada a partir do 

espectro RPE de uma solução aquosa do radical TEMPOL em concentração conhecida (1 

mM). As concentrações absolutas dos adutos de spin relativos ao TEMP em função do 

tempo de iluminação são mostradas na figura 4.8 ((a)-(d)). Foi estimado um erro nas 

concentrações absolutas de cerca de 10%, atribuído aos fatores experimentais durante 

preparação de amostras e erro instrumental. TEMP é uma armadilha de spin muito 

específica para detecção de oxigênio singleto, como mostraremos durante a discussão. 

Os espectros de RPE para iluminação com luz amarela (570 nm) e vermelha (630 nm) 

indicam que o processo de geração de EROs é do tipo II, isto é, transferência de energia 

entre o FS e oxigênio molecular sob iluminação, levando à formação de oxigênio 

molecular no estado singleto. As figuras 4.8 (a) e (c) mostram a concentração dos adutos 

de spin formados com spin trap TEMP em função do tempo de iluminação para 

iluminação com comprimentos de onda 570 nm e 630 nm, durante 3 horas de 

iluminação, para a porfirina POR (H2TM4PyP(OTs)4) e os dois sistemas híbridos 

contendo POR/AuNP-cit ou POR/AuNR. Para critérios de comparação, as figuras 4.8 (b) 

e (d) mostram a concentração dos adutos de TEMP para soluções aquosas contendo a 

porfirina comercial Verteporfin, na concentração 14,5 µM, em água e DMSO (1:8 v/v) em 

substituição à POR. 
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Figura 4.8: Concentração absoluta dos adutos de spin do TEMP em função do tempo de iluminação de 

solução aquosa contendo porfirina (POR), spin trap TEMP, AuNP-cit, AuNR ou uma mistura deles 

(sistemas híbridos) irradiados com luz (a) amarela (570 nm) e (c) vermelha (630 nm). As concentrações 

de todos os reagentes foram mantidas constantes. Para comparação, os mesmos experimentos foram 

realizados com a porfirina comercial Verteporfin (VER) e seus híbridos sob iluminação com luz amarela 

(b) e vermelha (d). As curvas são apenas guias. 

 

 As curvas de referência das soluções contendo apenas TEMP, TEMP+AuNP ou 

TEMP+AuNR não mostraram formação de aduto mesmo após 3 horas de iluminação 

(figura 4.9). O sinal existente mesmo sem iluminação é, provavelmente, devido às 

impurezas presentes no spin trap, que foi utilizado sem purificação. 
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Figura 4.9: Espectros de RPE das soluções controle iluminadas com luz amarela (570 nm): TEMP em (a), 

TEMP+AuNR em (b) e TEMP+AuNP em (c). Nas soluções dos grupos controle, as concentrações de todos 

os reagentes foram mantidas constantes. 

 

 Dos dados obtidos na figura 4.8 podemos observar que para ambas as porfirinas, 

a iluminação com luz amarela (570 nm) é mais eficiente na geração de 1O2 que a 

iluminação com luz vermelha (630 nm). Isso é esperado uma vez que o espectro de 

absorção de ambas as porfirinas mostra bandas de absorção mais intensas na região do 

espectro correspondente ao amarelo. A porfirina sintetizada POR é também mais 

eficiente que a porfirina comercial Verteporfin. 

 A partir das curvas mostradas na figura 4.8 podemos inferir que apenas as 

soluções constituídas por AuNR e POR apresentam um forte efeito híbrido sob luz 

amarela. A reação que mostra a eficiência da conversão 3O2 → 1O2 pode ser obtida pela 

inclinação das curvas durante o intervalo inicial de iluminação. A reação para formação 

dos adutos de spin é dada por: 

 
            

 
         

 (4.1). 

 

onde OS refere-se ao oxigênio molecular no estado singleto, STRAP  é o spin trap, POR é 

porfirina, k é a constante de reação e SAD é o aduto de spin formado após reação de 

adição do 1O2 ao TEMP. Se tivermos uma concentração relativamente baixa de OS no 
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início do processo de iluminação, podemos aproximar a concentração dos adutos de spin 

em função do tempo [127]: 

                     (4.2). 

 

onde [SAD](t) é a concentração do aduto de spin no tempo t, [OS] é a concentração de 

oxigênio singleto. De fato, as curvas de concentração dos adutos são quase lineares para 

os 30 minutos iniciais de iluminação. As constantes de reação para o híbrido AuNR/POR 

e porfirina pura são, respectivamente, 34,0(2) x 10-4 e 3,8(2) x 10-4 min-1 sob iluminação 

com luz amarela, mostrando que o híbrido é cerca de uma ordem de grandeza mais 

eficiente que a porfirina pura. Inicialmente, a Verteporfin não mostra um efeito híbrido 

sob luz vermelha. Já o processo de geração de oxigênio singleto para o hibrido 

AuNR/VER, sob luz amarela, pode ser ajustado por curva do tipo sigmoidal para este 

híbrido (figura 4.8 (b)), o que nos leva a crer que o mecanismo é diferente daquele 

observado para POR/AuNR. Curvas sigmoidais estão associadas a processos onde há 

autocatálise [148]. O mesmo comportamento é observado para o híbrido POR/AuNP-cys 

sob luz amarela (seção 4.5.1). Para tempos de iluminação longos vemos uma diminuição 

expressiva na concentração de adutos para o sistema híbrido POR/AuNR. Já foi discutido 

anteriormente que este efeito ocorre devido ao ataque do aduto de spin por 

concentrações altas de oxigênio singleto [127]. A figura 4.8 mostra que para ambos os 

casos (iluminação com luz amarela e vermelha) o híbrido POR/AuNR produz oxigênio 

singleto em maior concentração que a porfirina pura e também em maior concentração 

que o híbrido VER/AuNR. Além disso, o híbrido formado por AuNP e POR não 

apresentou nenhum efeito de sinergia. 

 A terapia fotodinâmica pode envolver a formação de outras espécies reativas de 

oxigênio, como radicais superóxido (O2-•) e hidroxila (OH•). Este processo, entretanto, é 

um processo secundário que ocorre devido à transferência de carga de um substrato 

para a molécula de oxigênio [149]. Esta hipótese de geração de diferentes EROs, foi 

avaliada por meio do uso do spin trap PBN, sob as mesmas condições experimentais em 

que o spin trap TEMP foi utilizado. Como mostrado na figura 4.6 (b), ao utilizarmos  PBN 

dois tipos de adutos foram detectados. O aduto 1 foi atribuído a forma desprotonada do 

PBN (PBN), enquanto o aduto 2 é característico do aduto formado entre PBN e o radical 
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CH(OH)CH3
, resultado da interação entre radicais hidroxila e o etanol, utilizado como 

solvente para o PBN. Este aduto será identificado como PBN-OH•. As concentrações 

absolutas destas duas espécies em função do tempo de iluminação (570 nm) para a 

porfirina POR e para os sistemas híbridos POR/AuNP-cit e POR/AuNR são mostradas na 

figura 4.10 (a) e (b), respectivamente. Podemos observar que a porfirina POR e o 

sistema híbrido formado por POR/AuNR produzem concentrações similares de adutos 

de spin. Para o híbrido formado por POR/AuNP-cit, a formação de adutos do PBN não 

apresenta nenhuma melhoria se comparado à porfirina pura. Devemos notar também 

que a concentração absoluta de adutos gerados com PBN é cerca de duas ordens de 

magnitude menor quando comparada aos adutos gerados com TEMP (figura 4.8), 

indicando que o mecanismo dominante é, de fato, do tipo II, com formação direta de 

oxigênio no estado singleto. A partir da figura 4.10, é possível ver que a formação de 

adutos inicia-se após 10 minutos de iluminação, corroborando o fato de que a formação 

de adutos com PBN é um processo secundário. O aduto de spin 1 (PBN) é produzido 

inicialmente, e num segundo passo, ocorre formação do aduto 2 (PBN-OH). Entre 150 e 

180 minutos, os adutos do PBN são destruídos, de forma similar ao que ocorre com o 

TEMP para tempos de iluminação longos. Isto se deve provavelmente ao ataque ao spin 

trap por concentrações altas de oxigênio singleto [127]. 

 

  

Figura 4.10: Concentração absoluta dos adutos de spin (em µM) para PBN (a) aduto 1 (PBN) e (b) aduto 

2 (PBN-OH) em função do tempo de iluminação (570 nm). As curvas são apenas guias. 
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 Com o objetivo de confirmar que a transferência de energia entre o FS e a 

molécula de oxigênio com formação de 1O2 é, de fato, o processo dominante, foram 

realizados experimentos com supressores de espécies reativas de oxigênio, como D-

manitol e NaN3, ambos na concentração 100 mM [150]. Estes compostos são 

sequestradores de radicais (radical scavengers) OH• e 1O2, respectivamente. 

  

  

Figura 4.11: Concentrações absolutas dos adutos de spin 1 (PBN) e 2 (PBN-OH) para POR (a) e (b); 

sistema híbrido POR/AuNR (c) e (d), com PBN na presença do supressores de OH (D-manitol) e 1O2 

(NaN3) para as amostras iluminadas com luz de comprimento de onda 570 nm. 

 

 A figura 4.11 mostra a concentração dos adutos de spin para os testes com 

armadilha de spin PBN para a porfirina POR ((a) e (b)) e o sistema híbrido formado com 

AuNR ((c) e (d)), irradiados com luz de comprimento de onda 570 nm na presença de 
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NaN3 e D-manitol. Os testes realizados com PBN e D-manitol revelam que mesmo na 

presença do supressor para radicais hidroxila, o sistema híbrido é capaz de gerar ambos 

os adutos após 10 minutos de iluminação com luz amarela (570 nm). O mesmo 

comportamento é observado para a porfirina pura, porém a geração dos adutos se inicia 

após 30 minutos de iluminação. Estes atrasos podem ser explicados da seguinte 

maneira: uma vez que há uma quantidade suficiente de supressor nas soluções, a 

captura de radicais pelo spin trap será afetada. Os supressores sequestram os radicais 

mais rapidamente, mas assim que o supressor é consumido nas reações com as espécies 

reativas, os sistemas estarão aptos a gerar radicais novamente e adutos de spin surgirão. 

As constantes de reação para os spin traps usados e alguns supressores para 1O2 e OH• 

são dadas na tabela 4.1.  

 

Tabela 4.1: Constantes de reação k (em s-1) dos supressores e spin traps usados com 1O2 e OH•, em solução 

aquosa [151-153] ou in vitro [154]. 

 

Espécie TEMP NaN3 PBN D-manitol DMSO 

1O2 
4,0x107 (em 

pH 8,0) [151] 

2,2x109 

[154] 

1,4x108 

[152] 

< 103 

[154] 

3,4x107 

[154] 

 

OH• 

 

- 

 

1,1x1010 (em 

pH 9,0) [154] 

 

6,1x109 

[153] 

 

2,7x109 (em 

pH 7,0) [154] 

 

7,1x109 (em 

pH 7,0) 

[154] 

 

 O sistema híbrido, por ser mais eficiente que a porfirina isolada para gerar as 

espécies reativas, começa a produzir adutos com radical hidroxila de forma mais rápida. 

É importante notar que ao usarmos o supressor de oxigênio singleto NaN3 (200 mM) 

não observamos a formação de nenhum tipo de aduto com TEMP ou PBN. De acordo 

com a literatura [155-158], o anion azida (N3-) reage com oxigênio singleto por meio de 

mecanismo de transferência de carga, gerando o radical azida (N3•) e superóxido (O2-•), 
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que reagem novamente recuperando a sua forma aniônica (N3-) e levando a molécula de 

oxigênio para seu estado tripleto fundamental (3O2) [155]: 

  

  
   1 2  → N •    2-•  →   

     2

  

(4.3). 

 

 Quando 1O2 é removido do processo, nenhuma outra espécie é gerada em 

quantidades mensuráveis. Ao usarmos NaN3 (100 mM) em combinação com TEMP, a 

concentração de oxigênio singleto é reduzida a quase zero. Este resultado é esperado, 

uma vez que NaN3 é um inibidor apropriado para 1O2. 

 

4.4.2 – Ressonância Paramagnética Eletrônica das amostras irradiadas com luz 

ultravioleta (UVA) 

 

Até o presente momento, nossos estudos estão associados a processos 

fotoquímicos envolvendo porfirinas, em que iluminação na faixa do visível foi utilizada 

para promover a excitação das moléculas do fotossensibilizador no estado singleto 

fundamental (S0) para o estado singleto excitado S1 (estado excitado de menor energia). 

A molécula do FS em seu estado S1 pode sofrer emissão fluorescente ao retornar ao seu 

estado fundamental ou passar por cruzamento intersistemas, decaindo para um estado 

tripleto excitado (T1), que participa das reações envolvidas nos mecanismos tipo I e II 

em TFD (veja figura 2.1). 

Na literatura não há muitos trabalhos associados ao uso de radiação fora da 

região visível/infravermelho para excitação de porfirinas em TFD. Uma das razões 

possíveis é a dificuldade de penetração de radiação com comprimentos de onda 

menores que 750 nm em tecidos [10]. Para avaliar a atividade da porfirina POR sob 

excitação UVA, iluminamos amostras contendo porfirina e híbrido com nanobastões de 

ouro com laser UVA (375 nm).  

Na figura 4.12 vemos a concentração de oxigênio singleto gerado sob radiação 

UVA em função do tempo de iluminação. A porfirina POR pura é capaz de gerar oxigênio 
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singleto e esse efeito é amplificado na presença dos nanobastões de ouro (figura 4.12). 

Porém, o efeito da adição de AuNR não é tão significativo em comparação à porfirina 

pura. Nas concentrações utilizadas em solução aquosa (TEMP (1M), AuNR (4,5 x 1012 

NR/mL) e POR (14,5 µM)) TEMP e AuNR puros não geram espécies reativas de oxigênio. 

Devemos notar que o comprimento de onda utilizado para iluminação (375 nm) 

encontra-se distante das bandas de ressonância plasmônica dos nanobastões de ouro e 

da banda de Soret da porfirina, de forma que o efeito de amplificação do campo na 

presença dos nanobastões de ouro não deve ser o responsável pela leve melhoria do 

sistema híbrido na geração de oxigênio singleto. Além disso, vemos que a geração de 

oxigênio singleto obedece a uma cinética diferente daquela observada sob iluminação 

com luz visível (570 nm). Há inicialmente um crescimento mais lento, seguido por 

crescimento rápido após 60 minutos de iluminação.  

 

 

Figura 4.12: Concentração dos adutos de spin TEMP-1O2 gerados sob iluminação com laser UV (375 nm) 

para porfirina POR, AuNR puro e híbrido POR/AuNR, em função do tempo de iluminação. 

 

A fim de avaliar quais espécies reativas de oxigênio estão envolvidas na geração 

de oxigênio singleto, utilizamos novamente os supressores NaN3 (para 1O2) e D-manitol 

(para eliminar OH•).  Na figura 4.13 são mostrados as concentrações dos adutos de spin 
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com TEMP para POR (figura 4.13 (a)) e o híbrido POR/AuNR (figura 4.13 (b)) na 

presença de supressores NaN3 (200 mM), D-manitol (200 mM). Vemos que NaN3 reduz a 

concentração dos adutos de forma eficiente, corroborando nossos resultados de que 1O2 

é a espécie capturada pelo TEMP, no sistema iluminado com luz UVA. Para POR, durante 

os 20 minutos iniciais, o D-manitol não causa redução drástica na geração dos adutos, 

porém, após 20 minutos há redução mais acentuada nestas concentrações, o que pode 

indicar a formação de radicais hidroxila durante o processo de iluminação que, por meio 

de reações secundárias, poderiam gerar oxigênio singleto (figura 4.13 (a)). Se radicais 

hidroxila são gerados a partir de iluminação com UVA, de alguma forma estes radicais 

são convertidos a oxigênio singleto, num mecanismo que será discutido na próxima 

sessão. O uso de D-manitol e, consequentemente, eliminação de possíveis radicais 

hidroxila do processo, afeta a formação dos aduto TEMP-1O2. D-manitol pode reagir com 

1O2 (tabela 4.1), mas de forma mais lenta que o TEMP.  

 

  

Figura 4.13: Concentração dos adutos de spin TEMP-1O2 gerados sob iluminação com laser UV (375 nm) 

para porfirina POR em (a) e seu híbrido POR/AuNR em (b) na presença de supressores NaN3 (200 mM) e 

D-manitol (200 mM). 

 

É possível observar pelas figuras 4.12 e 4.13 que durante os 60 minutos iniciais 

de iluminação, as curvas concentração x tempo apresentam forma sigmoidal. Esse tipo 

de função geralmente descreve sistemas onde há reações de autocatálise [148, 159, 

160]. As reações de autocatálise envolvem um passo inicial de indução de uma dada 

espécie química que ajuda a catalisar a sua própria formação. Inicialmente a curva 
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apresenta um crescimento lento, etapa onde a espécie de interesse começa a ser gerada 

e, em seguida, as espécies geradas podem catalisar a formação de mais espécies [160]. 

Reações que envolvem autocatálise serão discutidas adiante. 

Para detectar a existência de radicais hidroxila, utilizamos a armadilha de spin 

PBN (85 mM) solubilizado em etanol e água deionizada (1:1 v/v). Durante 120 minutos 

sob luz UVA não verificamos a formação de radicais hidroxila mensuráveis para nenhum 

dos sistemas (figura 4.14): PBN puro, PBN+POR, PBN+AuNR ou PBN+POR/AuNR. 

 

 

Figura 4.14: Espectros de RPE gerados sob iluminação com laser UV (375 nm) com PBN (85 mM) para 

porfirina POR, AuNR, híbrido POR/AuNR e PBN puro após 120 minutos de iluminação. 

 

4.4.3 – Ressonância Paramagnética Eletrônica das amostras irradiadas com raios 

gama 

 

 Um dos objetivos do nosso trabalho é determinar o papel desempenhado por 

nanoestruturas de ouro na geração de EROs sob radiação ionizante. Muitos trabalhos 

existentes na literatura indicam um aumento na geração de EROs em sistemas onde há 

presença de nanopartículas de ouro sob raios X ou gama [40, 67, 75, 161]. Neste sentido, 
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nos propusemos a investigar a geração de EROs do sistema híbrido sob radiação 

ionizante, num possível efeito sinergético. Os resultados foram obtidos irradiando-se 

soluções aquosas do spin trap TEMP (1 M), AuNR e POR (nas mesmas concentrações 

utilizadas com iluminação no visível e UVA) e supressores NaN3 (200 mM) para oxigênio 

singleto e DMSO para hidroxila [162]. O PBN (85 mM) foi preparado numa mistura de 

etanol e água (1:1 v/v). As amostras para irradiação com raios gama foram preparadas 

como descrito na seção 3.6.2 e as mesmas foram irradiadas no Laboratório de Irradiação 

Gama (LIG) pertencente ao Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear (CDTN). 

Foram utilizados raios gama produzidos por fonte de 60Co com feixe de fótons com 

energias de 1,17 MeV e 1,33 MeV e doses de 0 a 100 Gy. 

 Espectros RPE dos adutos de spin com TEMP para a porfirina (POR) pura em 

função da dose de irradiação gama são mostrados na figura 4.15. O sinal de três linhas 

característico do radical TEMPOL, gerado pela reação de adição entre TEMP e 1O2, pode 

ser visto. De acordo com nossas simulações, este aduto possui os seguintes parâmetros 

do Hamiltoniano de spin: g = 2,0056(2), aN = 1,69(2) mT. Estes parâmetros são idênticos 

aos encontrados para os sistemas contendo TEMP sob iluminação no visível. Atribuímos 

este aduto à captura pelo TEMP de oxigênio singleto gerado sob radiação ionizante. O 

provável mecanismo será discutido adiante. 
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Figura 4.15: Espectros RPE do aduto de spin TEMP-1O2 para porfirina POR em função da dose de radiação 

gama.  

  

Na figura 4.16, observa-se a concentração dos adutos de spin TEMP-1O2 em 

função da dose de radiação (raios gama) a que as amostras de AuNR, POR e POR/AuNR 

foram submetidas (30 a 100 Gy). Podemos perceber que a concentração dos adutos de 

spin é dependente da dose para todas as amostras irradiadas: TEMP puro e na presença 

do híbrido POR/AuNR ou de seus componentes individuais. A concentração dos adutos 

de spin detectados para POR e híbrido é semelhante, com somente um leve aumento 

para o híbrido, o que sugere que a porfirina pura e o híbrido POR/AuNR podem ser 

usados como radiossensibilizadores.  

 O próprio TEMP puro é capaz de produzir adutos de spin que aumentam em 

função da dose. Porém, esse efeito não é dominante, uma vez que as concentrações 

detectadas para TEMP puro são mais baixas em comparação às demais amostras. O fato 

de que a solução contendo TEMP puro é capaz de gerar adutos sugere que outros 

mecanismos, além do mecanismo tipo II em TFD, estão envolvidos na geração de 

oxigênio singleto. É possível que 1O2 esteja sendo gerado por meio de reações entre 

outras espécies geradas a partir da radiólise da água, como radicais hidroxila (OH•), 
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radicais superóxido (O2-•), radicais hidroperoxila (HO2•) e peróxido de hidrogênio (H2O2) 

[163].  

 Os nanobastões de ouro podem gerar adutos com concentrações que aumentam 

em função da dose, mas em menor concentração que as demais amostras, incluindo o 

TEMP puro. É difícil afirmar quais reações ocorrem, pois sob radiação ionizante, além de 

formação de radicais a partir do oxigênio molecular e da radiólise da água, o surfactante 

CTAB dos AuNR e a porfirina podem atuar de maneira diferente daquela observada 

quando iluminados com luz UVA ou no visível. Ao comparar as concentrações de 

oxigênio singleto geradas pelo híbrido e por seus componentes individuais, vemos que é 

possível que a porfirina seja responsável pela geração de 1O2 capturado pelo TEMP, ou 

de outras espécies que podem reagir levando a 1O2 como produto final. 

 

 

Figura 4.16: Concentração do aduto de spin TEMP-1O2 para porfirina POR, AuNR, híbrido POR/AuNR e 

TEMP puro em função da dose de radiação gama. 

 

A influência dos supressores foi analisada adicionando-se 25 µL de NaN3 

(concentração inicial de 200 mM) ou DMSO às soluções, de forma semelhante à realizada 

para irradiação no visível/UVA. Sob radiação gama, o uso de NaN3 não nos permitiu 

chegar a resultados conclusivos. A adição de NaN3 (dados não mostrados aqui) mostrou-
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se pouco influente na redução da concentração do aduto para a porfirina pura, enquanto 

que para o híbrido este efeito foi mais efetivo. Ainda assim foi possível detectar 1O2. Isso 

é um fator de estranhamento, uma vez que NaN3 mostrou-se extremamente eficiente na 

supressão de oxigênio singleto gerado sob luz visível. Considerando-se que a 

concentração dos adutos gerados é agora cerca de uma ordem de grandeza menor se 

comparado à iluminação com 570 nm (figura 4.8), a quantidade de azida de sódio usada 

deveria ser suficiente para suprimir tal concentração de oxigênio singleto. Além disso, 

não conhecemos o comportamento deste composto sob raios gama e não há relatos na 

literatura sobre a eficiência do azida de sódio na supressão de oxigênio singleto gerado 

por radiação gama. Já o DMSO possui alta reatividade com radicais hidroxilas [162], 

sendo utilizado como supressor nos testes com radiação gama.  

A substituição do D-manitol pelo DMSO como supressor de radicais OH•, se deve 

ao fato de que a molécula do D-manitol possui seis grupos OH por molécula, cujas 

ligações poderiam ser quebradas pela radiação ionizante o que levaria a um aumento 

indesejado na concentração de radicais OH•. Na figura 4.17 vemos o efeito de supressão 

causado pelo DMSO, onde se percebe que os adutos de spin formados para os sistemas 

contendo a porfirina pura e híbrido são fortemente suprimidos pelo DMSO (figuras 4.17 

(a) e (b)). 

 

  

Figura 4.17: Comparação do efeito do supressor DMSO para o aduto de spin TEMP-1O2 para porfirina POR 

pura em (a) e POR/ AuNR em (b). 
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Duas hipóteses são possíveis para o caso da porfirina pura sob radiação gama: (i) 

a porfirina é excitada pelos fótons e elétrons Compton espalhados, considerando-se que 

a energia do feixe (na ordem de MeV) favorece este processo, o que aumentaria a 

eficiência da porfirina em gerar 1O2 ou, até mesmo, O2-• por meio de transferência de 

carga característico do mecanismo tipo I em TFD; (ii) não muito provável, o TEMP 

poderia sofrer desprotonação causada pela quebra da ligação com o grupo OH na 

posição 4 no anel piperidina da molécula do spin trap, tornando-o radicalar. A primeira 

hipótese pode ser justificada, pois as amostras contendo híbrido e POR apresentam a 

mesma quantidade de porfirina e apresentam rendimentos semelhantes na geração do 

aduto. A segunda hipótese, entretanto, não deve ocorrer, pois a concentração de TEMP 

usada é a mesma para todas as amostras irradiadas, porém as quantidades de aduto 

geradas variam entre os sistemas testados. 

O DMSO, por sua vez, tem um efeito muito forte na supressão do sinal do aduto 

TEMP-1O2, o que nos indica que a radiólise da água é responsável pela formação 

dominante de radicais hidroxila e sua captura eficiente pelo DMSO, impedindo que estes 

radicais reajam posteriormente para gerar 1O2, capturado pelo TEMP na sequência. Pela 

tabela 4.1 podemos perceber que a taxa de reação entre DMSO e radicais hidroxila é bem 

rápida (k = 7,1 x 109 M-1s-1) e, apesar do mesmo interagir com 1O2, a reação é mais lenta (k 

= 3,4 x 107 M-1s-1) [154]. 

O DMSO é responsável pela supressão de radicais OH•, o que nos leva a acreditar 

(a partir da figura 4.17) que, sob radiação ionizante, a geração de oxigênio singleto é um 

processo secundário, de forma que 1O2 é gerado após a produção de radicais OH•, num 

mecanismo indireto.  

 A figura 4.18 (a) mostra os espectros RPE das amostras irradiadas com spin trap 

PBN para avaliar a geração de radicais hidroxila. Devido à radiólise da água, o PBN puro, 

que está dissolvido numa mistura de etanol e água, é capaz de gerar adutos de spin cujos 

parâmetros do Hamiltoniano de spin foram encontrados por meio de simulação (figura 

4.18 (b)): g = 2,0060(1), aN = 1,575(2) mT e aH = 0,33(2) mT. Esses parâmetros são 

semelhantes àqueles obtidos para a captura do radical α-hidroxietila pelo PBN num 

sistema onde H2O2 sofre fotólise na presença de água e etanol [164]. Radicais OH• 

reagem com etanol para formar o radical α-hidroxietila (CH(OH)CH3•) [165, 166] que é 
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posteriormente capturado pelo PBN. As amostras não irradiadas (0 Gy) não apresentam 

sinal RPE. 

 

  

Figura 4.18: Espectros RPE dos adutos de spin formados na presença de PBN (85 mM em solução de 

etanol e água 1:1 v/v) para porfirina POR, POR/AuNR, AuNR e PBN puro, em função da dose de radiação 

gama (a). Em (b) vemos a simulação do aduto de spin PBN-CH(OH)CH3
•

 (curva em vermelho) em 

comparação com sinal gerado pelo híbrido POR/AuNR na presença do PBN  irradiado com 100 Gy (curva 

em preto). 

 

A concentração de radicais detectados com PBN são relativamente baixas (da 

ordem de µM). Como pode ser visto na figura 4.18, os espectros de RPE dos adutos com 

PBN são ruidosos, o que dificulta uma análise quantitativa deste grupo de amostras. 

Neste caso, utilizamos um método que se baseia na média da soma das intensidades pico 

a pico dos espectros de cada amostra em função da dose de irradiação. Assim, é possível 

comparar a eficiência na geração de adutos com PBN das diferentes amostras. As 

quantidades de adutos obtidos com PBN, por esse método, são mostradas nas figuras 

4.19 e 4.20. Na figura 4.19 percebemos que, na presença de AuNR, a concentração dos 

adutos de spin PBN-CH(OH)CH3• é ligeiramente maior que nos demais sistemas (PBN 

puro, POR e híbrido). Vale notar que a concentração dos adutos gerados pela porfirina e 

híbrido POR/AuNR são ligeiramente menores que para o PBN puro (figura 4.19). A 

figura 4.20 mostra a evolução dos adutos de spin na presença de DMSO. Há um aumento 

(não esperado) na concentração dos adutos em relação à porfirina pura e híbrido. Este 

aduto está associado à adição do radical CH3•, gerado pela interação entre DMSO e OH•, à 
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molécula de PBN, com taxa de reação k ~ 107 M−1s−1 [167], como discutido 

anteriormente.  

 

 

Figura 4.19: Quantificação dos adutos de spin com PBN gerados por radiação gama para porfirina POR, 

AuNR e híbrido nas doses 0, 30, 50, 70, 100 Gy. 

  

  

Figura 4.20: Quantificação dos adutos de spin com PBN gerados por radiação gama na presença de DMSO 

para (a) porfirina POR e (b) híbrido nas doses 0, 30, 50, 70, 100 Gy. 
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Por meio de simulações podemos perceber que com DMSO, os parâmetros de 

acoplamento hiperfino do aduto de spin mudam. Em solução aquosa as constantes 

hiperfinas são aN =1,57(2) mT e aH = 0,33(2) mT. Na presença de DMSO, a simulação 

fornece os valores das constantes de acoplamento hiperfino: aN  = 1,48(2) mT e aH = 

0,33(2) mT. A redução no valor de aN com a adição de DMSO é devido à captura de outro 

radical na solução, mas também pode ser associado à redução da polaridade da  mistura 

de solvente, uma vez que a constante hiperfina é um parâmetro afetado pela polaridade 

[117, 168].  

Na figura 4.21 (a) podemos comparar os sinais RPE do aduto do PBN na presença 

do híbrido POR/AuNR irradiado sem supressor e na presença de DMSO. Na solução 

contendo água e uma pequena fração de etanol (utilizado para dissolver o PBN) a 

espécie capturada é o radical α-hidroxietila (linhas pretas, figura 4.21 (a)), enquanto 

percebe-se uma mudança nos parâmetros RPE na presença de DMSO (linhas azuis, 

figura 4.21 (a)).  

 

  

Figura 4.21: Espectros RPE dos adutos de spin formados na presença de PBN (85 mM em solução de 

etanol e água 1:1 v/v) para POR/AuNR para as doses de 70 Gy com e sem DMSO (a). Em (b) vemos a 

simulação do aduto de spin PBN-CH3
•

 (curva em vermelho) em comparação com sinal gerado pelo híbrido 

POR/AuNR na presença de DMSO irradiado com 100 Gy (curva em preto). 

 

A decomposição radiolítica do DMSO pode produzir radicais CH3•  [161], além de 

produzir esta mesma espécie devido à interação com radicais hidroxila descrita pela 
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equação 4.4. Na presença de DMSO, radicais hidroxila interagem com este solvente para 

gerar radicais CH3• que são capturados por PBN para formar um aduto PBN-CH3•, de 

acordo com as reações 4.4 e 4.5 [169]: 

  

                  
               (4.4). 

        
         

  (4.5). 

 

Os parâmetros do Hamiltoniano de spin do aduto PBN-CH3• obtidos por meio de 

simuilação estão bem próximos dos valores reportados por Polyakov e colaboradores 

(aN = 1,49 mT e aH = 0,34 mT) [169]. 
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4.5 – Discussão dos Resultados 

 A seguir, discutiremos os resultados obtidos nas sessões anteriores, com 

elucidação das espécies reativas de oxigênio formadas, bem como os mecanismos de 

formação envolvidos. Iniciaremos nossa discussão com os resultados obtidos com luz 

visível (570 e 630 nm), seguidos pelos resultados obtidos utilizando-se fontes de 

iluminação mais energéticas (UVA e raios gama). 

 

4.5.1 – Híbrido POR/AuNR irradiado com luz visível 

 

 Nanopartículas metálicas (NPM), como as nanoestruturas de ouro, possuem a 

capacidade de aumentar o campo elétrico próximo a sua superfície 18, 29, 170. O aumento 

na geração de oxigênio singleto pela presença de metais foi descrito anteriormente 29 

por meio do aumento da emissão fluorescente do corante Rosa de Bengala quando 

usado entre filmes de prata bem próximos excitados por UV. O aumento na geração de 

oxigênio singleto pelo FS chega a ser três vezes maior se comparado a um controle onde 

o Rosa de Bengala se encontra entre lâminas de vidro sem prata. Por outro lado, é 

conhecido que fluoróforos, quando muito próximos de nanopartículas metálicas, 

apresentam um aumento na fluorescência devido ao aumento do campo local próximo à 

superfície da nanoestrutura metálica [25, 171]. A explicação para este efeito se deve a 

existência da ressonância plasmônica de superfície das NPM que aumentam a 

intensidade do campo eletromagnético em torno do fluoróforo, promovendo o 

acoplamento com o campo da luz incidente e aumentando a emissão fluorescente [171]. 

De maneira semelhante, para sistemas híbridos, a sobreposição das bandas de absorção 

do FS e de ressonância plasmônica das nanopartículas metálicas, aumenta a atividade 

fotodinâmica do FS [19], conduzindo a um aumento na geração de oxigênio singleto [19, 

170, 172, 173]. Zuloaga e coautores mostraram um efeito anisotrópico de amplificação 

do campo para nanobastões de Ag de diferentes razões de aspecto (razão entre 

comprimento e diâmetro) usando cálculos teóricos baseados na mecânica quântica e 

usando teoria eletromagnética clássica [174]. Embora haja uma discrepância nos 

resultados fornecidos pelas duas teorias para distâncias menores que 0,5 nm, há uma 
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concordância nos cálculos que indicam que para nanopartículas esféricas (razão de 

aspecto = 1) de Ag a amplificação do campo é menos pronunciada quando comparada às 

nanoestruturas de maior razão de aspecto. Lin et al. [175] simularam a dependência do 

campo elétrico local com a razão de aspecto para nanobastões de ouro. Seus resultados 

mostraram que nanobastões de ouro menores (85,6 ± 5,5 nm por 22,4 ± 2,1 nm), 

produzem um campo elétrico mais forte em sua vizinhança e o campo local diminui com 

o aumento do tamanho dos bastões (comprimento e diâmetro) [175]. 

 Para o sistema híbrido formado pela porfirina POR e AuNR, propomos um 

mecanismo no qual há transferência de energia da nanoestrutura de ouro para o FS. O 

comprimento de onda de excitação (570 nm) se encontra na faixa de sobreposição das 

bandas de absorção da POR e AuNR. Então, a energia de desexcitação do FS pode ser 

transferida para o oxigênio molecular na vizinhança do híbrido, aumentando a eficiência 

do FS para gerar EROs. Devemos notar que, em nosso caso, nenhum tipo de 

funcionalização química foi realizada para ligar a porfirina à superfície da 

nanoestrutura. Mecanismo semelhante foi proposto por Oo et al. [31, 170] num sistema 

formado por nanopartículas esféricas de diferentes tamanhos conjugadas ao ácido 5-

aminolevulínico e protoporfirina IX. Os autores confirmaram uma dependência entre o 

tamanho das nanopartículas de ouro e a geração de espécies reativas de oxigênio com o 

campo localizado das nanopartículas. Este efeito foi mais pronunciado para partículas 

esféricas maiores, levando a um campo elétrico mais forte e aumento da absorção das 

moléculas da vizinhança [170]. Para partículas esféricas de diâmetros 19, 66 e 106 nm o 

aumento na geração de espécies reativas de oxigênio foi 1 : 2,5 : 4,7, valores que estão 

em acordo com simulações para distribuição do campo elétrico em 530 nm em função 

do tamanho das nanopartículas [170]. Em um sistema similar composto por AuNR 

recobertos com sílica e indocianina verde [173], os resultados obtidos com RPE aliada à 

spin trapping, mostraram um aumento de 6,3 vezes na geração de 1O2 após 3 minutos de 

iluminação quando comparados com a indocianina verde pura, para iluminação das 

amostras com laser de comprimento de onda 808 nm (radiância = 8 W/m2). Nossos 

resultados mostraram um aumento de 10 vezes na produção de 1O2 para o híbrido 

POR/AuNR após 20 minutos de irradiação utilizando uma fonte de radiação com 

radiância muito menor (da ordem de mW/cm2). Mooi e Heyne encontraram um 

aumento de 3,8 vezes na produção de oxigênio singleto, utilizando um híbrido formado 
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por um núcleo de AgNP recoberto com sílica e Rosa de Bengala, em comparação com o 

mesmo sistema após remoção do núcleo metálico [110]. Neste sistema as moléculas de 

Rosa de Bengala foram ligadas covalentemente à superfície de sílica que recobre o 

núcleo de Ag. Em nosso híbrido assumimos uma atração eletrostática entre os 

componentes do sistema, como evidenciado pelas medidas de potencial Zeta (seção 4.2). 

Embora a atração eletrostática favoreça a otimização da distância para uma 

transferência de energia eficiente, o principal responsável pelo efeito sinergético na 

geração de oxigênio singleto é o efeito de amplificação do campo elétrico na vizinhança 

do nanobastão metálico.  

 Nossos resultados, entretanto, mostram um efeito sinergético desprezível para o 

híbrido formado por AuNP-cit (20 nm) e POR. Além de um campo menos intenso em 

torno das AuNP quando comparadas à AuNR, este fato pode ser explicado, por meio dos 

resultados obtidos para o potencial Zeta das AuNP-cit e POR. Ambas possuem carga 

superficial negativa, levando a repulsão eletrostática entre os componentes do híbrido. 

Os resultados do potencial Zeta obtidos para as nanoestruturas sugerem uma atração 

eletrostática entre AuNR e POR, já que ambos apresentam cargas de superfície opostas. 

Este hibrido é, de fato, mais eficiente na produção de 1O2 que o outro formado por AuNP-

cit e POR, ambos de carga superficial negativa. A fim de estudar se esta interação é o 

fator limitante deste híbrido para o aumento observado na produção de 1O2 por 

POR/AuNR, sintetizamos nanopartículas esféricas carregadas positivamente (AuNP-cys) 

para comparar os resultados com aqueles obtidos para o híbrido POR/AuNR. A figura 

4.22 mostra a concentração de adutos obtidos para o híbrido POR/AuNP-cys em 

comparação aos híbridos POR/AuNR e POR/AuNP-cit, quando iluminados com luz 

amarela (570 nm). A concentração de AuNP-cit e AuNP-cys foi mantida constante em 

todos os experimentos (1012 NP/mL). Os resultados utilizando-se o spin trap TEMP 

mostram que a quantidade de 1O2 gerada pelo híbrido com as nanopartículas 

positivamente carregadas é ligeiramente maior se comparado à porfirina pura. A 

constante de reação estimada foi aproximadamente uma ordem de grandeza menor 

(5,8(6) x 10-4 min-1) para o híbrido POR/AuNP-cys em comparação à POR/AuNR. Estes 

resultados corroboram nossa hipótese de que o efeito de amplificação do campo é mais 

pronunciado próximo à superfície dos nanobastões de ouro. Isto sugere que o processo 

de geração de oxigênio singleto é dependente da forma da nanoestrutura metálica. 
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Figura 4.22: Concentração absoluta de adutos de spin TEMP-1O2 em função do tempo de iluminação com 

luz amarela (570 nm). Soluções aquosas contendo spin trap TEMP + porfirina (POR) e sistemas híbridos 

TEMP + POR/AuNP-cit, TEMP + POR/AuNP-cys e TEMP + POR/AuNR. A concentração de todos os 

reagentes é mantida constante. As curvas são apenas guias para os olhos. 

 

 Outra série de medições foi realizada variando-se a concentração de nanobastões 

de ouro (figura 4.23) e mantendo-se constante a concentração da porfirina. Os 

resultados sugerem que os nanobastões de ouro na concentração 4,5(4) x 1011 NR/mL 

no sistema híbrido com POR (14,5 µM) e sob irradiação com comprimento de onda (570 

nm), mesmo num sistema diluído 10 vezes, apresentam um efeito sinergético no híbrido 

(constante de reação 6,26 x 10-4 min-1). Efeito semelhante ao observado para a 

concentração maior de AuNR ocorre, porém há um atraso até que a concentração 

máxima de aduto gerado seja atingida. Para concentrações mais baixas (4,5(4) x 1010 

NR/mL, i.e., diluição de 100x) este efeito não foi observado durante 150 minutos de 

iluminação. Quando aumentamos a concentração da porfirina POR (55 µM e 100 µM) e 

mantemos a concentração inicial de AuNR em 4,5(4) x 1012 NR/mL, a eficiência do 

híbrido não apresenta grandes variações para tempos curtos de iluminação (figura 4.23 

(b)), mas é importante notar que concentrações altas de 1O2 causam uma destruição 

mais rápida do aduto de spin com TEMP (após 10 minutos de iluminação para a 
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concentração mais alta de POR (100 µM)). Este fato confirma o ataque ao TEMP por altas 

concentrações de 1O2. 

  

  

Figura 4.23: Concentração absoluta dos adutos de spin TEMP-1O2 para amostras iluminadas (570 nm) 

contendo concentrações diferentes de AuNR e concentração constante da porfirina POR (14,5 µM). Em (b) 

a concentração dos nanobastões se manteve constante (4,5(4) x 1012 NR/mL), enquanto variamos a 

concentração da porfirina POR. 

  

A geração de EROs durante a TFD pode ocorrer por meio de dois mecanismos: 

transferência de carga [149] ou transferência de energia Förster ressonante [176, 177]. 

Os resultados de ressonância paramagnética eletrônica confirmam a existência de 

oxigênio no estado singleto devido ao mecanismo de transferência de energia. Nossa 

interpretação é suportada por experimentos com um supressor para 1O2 (NaN3), que 

reduz fortemente a intensidade do sinal de RPE das amostras iluminadas. Além de 

oxigênio singleto, radicais hidroxila foram detectados por medições de RPE com PBN, 

devido a um mecanismo de transferência de carga. A adição de D-manitol não afeta 

fortemente a intensidade do espectro característico do aduto PBN- OH•, mas aumenta o 

atraso do início da geração dos radicais para a porfirina POR pura (figura 4.11). 

Acreditamos que o D-manitol atue como um sequestrador de OH• para tempos curtos de 

iluminação. Uma vez que o supressor é completamente consumido na reação com 

radicais hidroxila, ocorre  geração e subsequente formação de adutos PBN-OH•. Para o 

sistema híbrido POR/AuNR, a adição de D-manitol não afeta o tempo inicial de geração 
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dos adutos (figura 4.11). Outro fato importante é a influência do supressor azida de 

sódio. Quando NaN3 está presente, não observamos a formação de radical hidroxila. 

Nossos resultados confirmam que a geração de radicais OH• é, de fato, um processo 

secundário na geração de EROs, sendo gerado pela iluminação após a formação de 

oxigênio singleto.  

 Resultados similares foram reportados na literatura usando-se outros spin traps 

[178, 179]. Feix e Kalyanaramam [178] relataram que a produção de radicais hidroxila 

durante a fotossensibilização de merocianina 540 com spin trap DMPO era fortemente 

afetada na presença de íons azida, sugerindo que oxigênio singleto era uma espécie 

intermediária na geração de OH•. Estes autores sugeriram um mecanismo no qual 1O2 

reage com o spin trap para formar uma espécie intermediária que decai formando aduto 

DMPO-OH• e OH• livre. Porém, quando íons azida estão presentes há um efeito de 

extinção do aduto de spin, que é um indicativo da mediação feita por 1O2. 

Ueda e colaboradores [179] encontraram indícios da contribuição de 1O2 para 

geração do aduto DMPO-OH• durante a fotossensibilização de hematoporfirina com luz 

na região do ultravioleta próxima (UVA). Aparentemente 1O2 interage com DMPO e então 

a espécie intermediária é decomposta, levando a radicais hidroxila. Neste estudo 

verificou-se que há interação entre oxigênio singleto e o spin trap DMPO. Acreditamos 

que uma reação similar ocorra entre PBN e 1O2, uma vez que ao adicionarmos azida de 

sódio à reação não observamos a formação de adutos com PBN. Esta hipótese é discutida 

por Harbour et al. [152] em um trabalho que revelou, por meio do monitoramento da 

captura de O2 durante a fotossensibilização de uma solução de azul de metileno, que 1O2 

pode interagir com PBN, com uma constante de reação 1,4 x 108 M-1s-1. A adição de azida 

de sódio causava redução na captação de O2 [152]. Embora os produtos da reação entre 

1O2 e nitronas sejam desconhecidos, a reação entre oxigênio singleto e PBN fornece 

produtos diamagnéticos, sem formação de adutos de spin. De fato, para todas as 

amostras testadas, há um atraso inicial no surgimento do sinal de RPE com PBN. A 

interação entre 1O2 com PBN pode levar inicialmente a espécies diamagnéticas, que 

decaem para espécies radicalares mais tarde.  

 Por meio dos resultados obtidos sugerimos que a transferência de energia tipo 

FRET (Förster resonance energy transfer - FRET) seja o principal mecanismo de 
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transferência de energia entre os componentes do híbrido. A transferência de energia 

Förster é um fenômeno dependente da distância cuja eficiência é dada por [180]: 

 

 
      

 

   
 

  
  

 
(4.6). 

 

onde r é distância doador-aceitador, r0 é a distância na qual metade da energia é 

transferida do doador para o aceitador. Considerando-se a espessura da camada de 

CTAB que recobre a superfície dos nanobastões de ouro (3-5 nm) [138, 181, 182], o FS 

se encontra próximo suficiente à superfície do nanobastão para que o mesmo transfira 

energia para a porfirina, aumentando sua eficiência para gerar oxigênio singleto (figura 

4.24).  

 

Figura 4.24: Modelo proposto para mecanismo de transferência de energia para geração de oxigênio 

singleto pela porfirina via efeito de amplificação do campo causado pela presença de nanobastões de ouro.  

 

Embora o surfactante seja responsável por estabilizar a superfície dos 

nanobastões de ouro e prevenir agregação e, durante a síntese o CTAB forme micelas, 
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direcionando o crescimento longitudinal do nanobastão [18], grandes esforços são 

realizados na tentativa de diminuir a concentração de CTAB presente nas soluções 

coloidais de nanobastões de ouro, devido a sua citotoxicidade [183-185]. A concentração 

de CTAB nas amostras sintetizadas foi determinada por meio de espectroscopia de 

infravermelho (figura 4.4). Nossas suspensões de nanobastões lavadas duas vezes 

apresentavam CTAB na concentração 0,5 mM, valor abaixo da concentração micelar 

crítica para o CTAB em água (0,92 – 1,0 mM) [186], porém acima da concentração 

considerada tóxica. Devemos notar também que a concentração de CTAB após as 

lavagens é cerca de 50 vezes menor que a concentração presente nas suspensões não 

lavadas (25 mM). A recobertura da bicamada de CTAB com materiais biocompatíveis 

tem se mostrado uma boa alternativa para reduzir o efeito citotóxico do CTAB como 

recobrimento com polialilamina hidroclorada (PAH) e polietilenoglicol (PEG), [10, 24, 

183-185]. Estudos devem ser realizados no futuro, para investigar a influência do tipo 

de interação (eletrostática ou covalente) e seu alcance para o processo de transferência 

de energia. 

 A respeito da interação entre o surfactante (CTAB) e a porfirina, POR possui 

quatro grupos substituintes catiônicos, o que previne auto-agregação via repulsão 

eletrostática, independentemente do pH da solução [187]. Apesar disso, agregação pode 

ocorrer com a adição de surfactante, o que pode causar mudanças no espectro de 

absorção, rendimento fluorescente e geração de oxigênio singleto [187]. 

 Outro fator importante a ser destacado é a não existência de adutos de spin para 

os sistemas contendo apenas spin trap (TEMP e PBN) e as nanoestruturas de ouro 

(AuNP e AuNR), indicando que a transferência de cargas resulta de uma reação 

secundária entre a porfirina e PBN. O mecanismo proposto é: 

 

POR* +3O2 → P R   1O2          (4.7). 

1O2  PBN → [PBN-1O2]     (4.8). 

[PBN-1O2] 
  

   PBN-OH• + OH-     (4.9). 
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onde POR* é a porfirina em seu estado excitado. A partir dos nossos resultados 

percebemos que a adição de D-manitol afeta o híbrido de forma menos contundente se 

comparado à porfirina pura, devido à alta eficiência do híbrido para geração oxigênio 

singleto. Oxigênio singleto em altas concentrações induz a formação de radicais 

hidroxilas num processo secundário que reagem com D-manitol, consumindo-o mais 

rapidamente. 

 Finalmente, a partir dos resultados de potencial Zeta, podemos concluir que a 

interação eletrostática entre a porfirina (POR) e nanobastões de ouro não é responsável 

pela maior eficiência do híbrido POR/AuNR, uma vez que este comportamento não foi 

observado para o híbrido POR/AuNP-cys em que AuNP-cys apresenta carga de 

superfície oposta a da porfirina POR. O efeito anisotrópico de amplificação do campo 

elétrico na vizinhança dos nanobastões de ouro promove um aumento na absorção das 

moléculas de porfirina próximas à superfície dos nanobastões devido ao acoplamento 

entre os dipolos das moléculas e campo elétrico local dos nanobastões metálicos [110]. 

 

4.5.2 – Híbrido POR/AuNR irradiado com ultravioleta (UVA) 

 

As porfirinas possuem uma banda de absorção intensa na região do UVA-azul 

(banda de Soret ~ 420 nm). Embora se saiba que o uso de luz em comprimentos de onda 

fora da faixa do visível e infravermelho não é de grande utilidade para tratamento de 

tumores mais profundos, devido a baixa penetração da radiação nesse comprimento de 

onda [188], o uso radiação na faixa do UVA-azul pode ser utilizado no tratamento de 

lesões superficiais na pele. Além disso, a possibilidade de processos associados à 

transferência de carga, são de grande valia para estudarmos a geração de radicais sob 

radiação UVA [189].  

A irradiação de porfirinas com luz violeta ou UV absorvida por suas bandas de 

absorção mais energéticas popula seus estados excitados de maior energia [189]. De 

acordo com Tokumaru, estes estados excitados (S2) de maior energia para as porfirinas 

não atraem muita atenção para reações que ocorrem a partir deles devido, 

provavelmente, à necessidade de se utilizar luz com comprimentos de onda menores (na 
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região do violeta) para popular estes estados, em contraste com os comprimentos de 

onda maiores (na região do visível) utilizados para popular os estados excitados S1 

[189]. Os estados excitados de maior energia tendem a ser rapidamente dissipados 

(tempo de vida da ordem de ps), mas processos de competição com essa desativação, 

mostram comportamento diferente do observado para os estados excitados de menor 

energia, como emissão característica e reatividade em processos de  transferência de 

elétrons e energia [189]. No trabalho de Tokumaru [189] é possível encontrar uma 

revisão contendo uma gama de processos de excitação dos estados excitados S2 de 

algumas porfirinas e sua desativação via transferência de carga ou energia. 

Arakane e coautores identificaram a geração de um tipo de porfirina 

(coproporfirina) por Propionibacterium acnes (P. acnes), um habitante microbiano 

normal da pele. Sob excitação UVA (320-400 nm), os autores mostraram uma alta 

fluorescência atribuída à presença de porfirina, produzida por P. acnes [190]. Ainda 

neste trabalho, os autores mediram a emissão no infravermelho correspondente à 

transição do oxigênio molecular no estado singleto para o seu estado tripleto, produzido 

via excitação da coproporfirina. Assim, é possível utilizar fotossensibilizadores excitados 

na região UV para produzir EROs. 

Nossos resultados (figura 4.12) indicam que sob excitação UVA (375 nm) a 

porfirina pode gerar oxigênio singleto com constantes de reação menores num 

mecanismo de autocatálise e, para tempos mais longos de iluminação, as concentrações 

superam aquelas detectadas sob luz visível (570 nm e 630 nm), não mostrando a 

destruição do próprio aduto de spin do TEMP. O híbrido POR/AuNR apresenta maior 

geração de 1O2, mostrando novamente um efeito sinergético entre os componentes. A 

figura 4.13 mostra também que NaN3 (supressor de oxigênio singleto) pode reduzir o 

números de espécies reativas capturadas pelo TEMP por meio da reação 4.3, de forma 

similar ao que foi observado na iluminação em 570 nm. D-manitol (supressor de radicais 

hidroxila) não suprime a geração do aduto TEMP-1O2 de forma eficiente, apesar de 

causar uma leve redução nas concentrações detectadas, com efeito de supressão maior 

para à porfirina pura comparado ao híbrido. Isso é um indício de que podem existir 

outras espécies envolvidas na geração de EROs quando luz UVA é utilizada. 
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 Percebemos que as curvas que descrevem a cinética dos sistemas apresentam 

forma sigmoidal, característico de sistemas autocatalíticos. O mecanismo de autocatálise 

direto pode ser descrito por uma reação do tipo [159]: 

        (4.10). 

O efeito autocatalítico também pode ser indireto, com reagentes e produtos não 

interagindo diretamente. Neste caso, não há interação direta entre as espécies A e B, 

nem formação de 2B diretamente, mas há a presença de outro composto intermediário C 

[159]: 

       (4.11). 

        (4.12). 

     (4.13). 

     (4.14). 

As curvas de iluminação (60 minutos iniciais) foram ajustadas por função 

sigmoidal do tipo: 

 
      

       

   
 

  
  

     
(4.15). 

onde x0 é o valor de x no ponto médio da curva sigmóide,    é o ponto inicial da curva, 

   é o ponto final e p é a declividade/potência da curva. Na literatura não há muitos 

relatos de reações onde o oxigênio singleto é capaz de catalisar sua própria formação. 

Deste modo, o processo autocatalítico presente em nossos sistemas deve envolver 

compostos intermediários. Nossa tarefa consistiu em identificar estas espécies. 

É sugerido por alguns autores que sob radiação UV, as moléculas de água podem 

sofrer ionização e gerar espécies radicalares como H•, OH•, e-aq., O2-•, HO2-•, H2O2, H3O+, 

sendo a energia necessária para ionização da ordem de 6,5 eV [191, 192]. Porém, de 

acordo com Novakovskaya [193], a energia necessária para ionizar as moléculas de água 

é da ordem de 9,5 eV, o que corresponderia ao comprimento de onda de excitação de 

130,5 nm. Considerando-se a fotólise da água pouco provável com o laser utilizado por 

nós (375 nm, 3,3 eV), as espécies reativas devem ser geradas pela porfirina, uma vez que 
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as soluções contendo TEMP e AuNR não apresentam concentrações apreciáveis de aduto 

de spin. Desta forma, as soluções aquosas contendo POR ou POR/AuNR podem produzir 

espécies reativas de oxigênio, devido à excitação das moléculas do fotossensibilizador, 

cujo produto final é oxigênio singleto. 

Takahashi e Misawa demonstraram que Protoporfirina IX é capaz de gerar 

radicais superóxido e/ou 1O2 sob radiação UV [194]. Porém, os autores sugerem 

mecanismo em que oxigênio molecular no estado fundamental é excitado pelos fótons 

UV, gerando 1O2 por meio da excitação dos elétrons da molécula de O2 [194]. Como 

detectamos oxigênio singleto em nossos experimentos partimos em busca de radicais 

superóxido e sua possível conversão em 1O2. 

De acordo com Corey a colaboradores, oxigênio singleto foi observado em 

soluções orgânicas contendo KO2 após adição de água [195]. Nestes sistemas contendo 

radicais O2-•, o ânion pode ser hidratado por moléculas de água, sendo protonado ao 

radical HO2-• para formar, em seguida, HO4- cuja dissociação leva à HO2- e 1O2 (reação 

4.16) [195]. Outro mecanismo envolve a interação de HO2-• e H2O, resultando em H2O2 e 

1O2 [195]. 

 
      

           
  

  

                    
  

(4.16). 

 

 Koppenol demonstrou que algumas reações entre O2-• e 1O2 são 

termodinâmicamente possíveis (reações 4.17-4.20)  [196, 197]:  

 

    
              

       (4.17). 

   
                            (4.18). 

   
              

          (4.19). 

           (   
     +     (4.20). 
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 Oxidação de 4-(4-hydroxyphenyl)-2-butanol (rhododendrol) e 4-(3,4-

dihydroxyphenyl)-2-butanol (rhododendrol-catechol) na presença de tirosinase em 

solução tampão fosfato (pH 7,4) resultou na geração de oxigênio singleto, detectado via 

RPE com 4-oxo-TEMP e DMPO, com formação de OH• ou O2-• como espécies 

intermediárias [198]. Khan e Kasha mostraram que a reação de Haber-Weiss gerada por 

adição de KO2 a H2O2 em CCl4 pode produzir oxigênio singleto [199]. 

Já Aubry e Rigaudy estudaram a reação de dismutação do radical ânion O2-• por 

meio de radiólise de solução tampão fosfato (pH 7,6) [200]. De acordo com estes 

autores, a reação de desproporcionamento, dada pela reação 4.21, não gera oxigênio no 

estado singleto: 

 
  

      
  

  

            
    

 

(4.21). 

A existência de radicais hidroperoxila, HO2•, que corresponde à forma protonada 

do radical superóxido deve ter papel menos significativo na reação descrita por 4.21. Em 

pH acima do pKa (4,88) é improvável que o superóxido esteja em sua forma protonada 

[201]. 

Draper e Crosby detectaram O2-• gerado fotoquimicamente (lâmpada de Xe de 

amplo espectro 290 - 450 nm) em soluções aquosas contendo diferentes 

sensibilizadores (anilina, triptofano, p-cresol) [202]. Seus resultados sugerem que a 

produção de O2-• no UV próximo envolve a fotoionização do sensibilizador ou 

transferência de elétron durante a extinção dos estados excitados do sensibilizador ou 

oxigênio molecular.  

 Porém, O2-• pode atuar tanto como um gerador eficiente de oxigênio singleto ou 

como eliminador de 1O2 (cuja constante de reação é 3,6 x 107 M-1s-1) de acordo com a 

reação 4.22, o que pode dificultar sua detecção [196]: 

   
                

   

 

( 4.22). 

O mecanismo onde há transferência de carga (tipo I) não é o mecanismo 

dominante sob luz visível. Porém, sob iluminação UVA, acreditamos que esse mecanismo 
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seja mais pronunciado. De fato, os mecanismos tipo I e II devem ocorrer 

simultaneamente em nossos sistemas, com a geração de oxigênio singleto o efeito 

dominante, proporcionado pela geração de O2-• paralelamente ao mecanismo tipo II. 

Em concordância com os trabalhos da literatura citados, acreditamos que a 

geração de radical superóxido e, sua decomposição em outras espécies como peróxido 

de hidrogênio, pode levar a geração de oxigênio singleto. Nos sistemas contendo 

porfirina, a excitação da porfirina, levando-a ao seu estado singleto/tripleto excitado 

(por meio de cruzamento intersistemas) pode levar a um mecanismo tipo I, devido à 

abstração de átomo de hidrogênio ou transferência de carga da porfirina para substrato 

ou para oxigênio molecular, levando à produção de O2-•. De fato, ao compararmos as 

figuras 4.8 e 4.12, o mecanismo tipo I deve ser dominante sob luz UVA quando 

comparado com o mesmo sistema sob luz no visível, onde o tipo II é dominante. 

A geração de radical superóxido foi detectada em um sistema compostos por 

diferentes porfirinas adsorvidas na superfície de TiO2 [203, 204]. No caso dos sistemas 

contendo TiO2, a porfirina (irradiada com luz visível) em seu estado excitado (S1 ou T1) 

pode transferir elétrons diretamente para a banda de condução do TiO2, que 

posteriormente transfere carga para O2 adsorvido em sua superfície; ou o radical 

superóxido pode ser formado pela transferência de carga dos estados excitados da 

porfirina diretamente para a molécula de O2 na superfície do TiO2 [204]. A habilidade da 

porfirina foto-excitada transferir carga para o TiO2 depende da diferença de energia 

entre a banda de condução do TiO2 e o estado excitado da porfirina [204].  

Além do processo de dismutação do radical superóxido em 1O2, peróxido de 

hidrogênio pode ser produzido de acordo com as reações 4.16-4.20. Robl e coautores 

mostraram a geração de H2O2 durante fotólise da água sob radiação ultravioleta de 

vácuo (vacuum-ultraviolet, VUV), num mecanismo que negligencia a recombinação de 

radicais hidroxila como precursores de peróxido de hidrogênio [205]. Na ausência de 

oxigênio molecular H2O2 não é produzido, levando os autores a concluir que outras 

espécies, como H• e HO2•, são as espécies primárias necessárias à produção de peróxido 

de hidrogênio.  

 Com o objetivo de identificar quais são as espécies primárias geradas, realizamos 

experimentos que nos possibilitassem avaliar a existência de O2-• e H2O2, reconhecidos 
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na literatura como possíveis intermediários na produção de 1O2. Para isso, utilizamos 

novos supressores: Tiron (4,5-dihydroxy-1,3-benzenedisulfonic acid dissodium salt 

monohydrate) conhecido como supressor para O2-• [206] e piruvato de sódio 

(CH3COCOONa) utilizado como supressor para peróxido de hidrogênio [207, 208].  

 A figura 4.25 mostra os resultados obtidos para a porfirina pura e híbrido 

POR/AuNR, sob luz UVA na presença de Tiron (concentração inicial 200 mM) e piruvato 

de sódio (concentração inicial 50 mM). Devemos nos lembrar que as amostras foram 

preparadas como descrito na seção 3.6.2, de forma que as concentrações inicias 

indicadas para todos os reagentes sofrem diluição ao serem misturados aos demais 

componentes das soluções para medidas de RPE. 

 

  

Figura 4.25: Concentrações dos adutos de spin gerados com TEMP para POR (a) e POR/AuNR em (b) na 

presença dos supressores Tiron (200 mM) e piruvato de sódio (50 mM) para as espécies O2
-• e H2O2, 

respectivamente, sob iluminação com laser UVA (375 nm) em função do tempo de iluminação. 

 

De acordo com os dados mostrados na figura 4.25, na presença do Tiron, não há 

formação do sinal referente ao aduto de spin TEMP-1O2. Vemos que o supressor para 

superóxido (Tiron) causa redução drástica na concentração dos adutos de spin gerados 

com TEMP tanto para a porfirina pura (figura 4.25 (a)) quanto para o híbrido 

POR/AuNR (figura 4.25 (b)). Isso indica que a eliminação do radical superóxido interfere 

fortemente no rendimento final de 1O2 gerado sob luz UVA. Piruvato de sódio, utilizado 

como supressor para peróxido de hidrogênio, também reduz as concentrações dos 
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adutos para POR e POR/AuNR, mas em menor escala. A redução é mais acentuada 

inicialmente para a porfirina pura, uma vez que sua eficiência para geração de EROs é 

menor em comparação ao híbrido. O sistema híbrido gera radicais e oxigênio singleto 

com maior eficácia, sendo menos afetado pela presença de piruvato de sódio. O 

mecanismo de ação dos supressores é similar àquele encontrado para iluminação no 

visível: o supressor impede a formação da espécie de interesse e após seu consumo nas 

reações, as espécies reativas são geradas novamente. 

 O mecanismo de interação do Tiron com o radical superóxido é descrito por 

Peskin e colaboradores [209]: 

   

       
               

 

( 4.24). 

            

 

( 4.25). 

            

 

( 4.26). 

O mecanismo de supressão do superóxido envolve a oxidação do Tiron 

diretamente pelo superóxido, formando o radical semiquinona e peróxido de hidrogênio 

(figura 4.26) [206]. Este radical semiquinona é detectado via EPR cujo espectro é 

produzido pela interação do elétron desemparelhado com dois átomos de hidrogênio 

que possuem densidades de spin diferentes [206]. 

 

Figura 4.26: Estrutura do Tiron e radical formado após interação com radical superóxido. Adaptado 

[206]. 
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Estes resultados corroboram nossa hipótese de que o oxigênio singleto capturado 

pelo TEMP sob luz UVA é gerado num processo secundário a partir da geração de radical 

superóxido nas soluções aquosas e sua subsequente dismutação em peróxido de 

hidrogênio e oxigênio singleto. O peróxido de hidrogênio também sofre dismutação 

gerando 1O2 e água em meio básico e radicais OH• em meio ácido [210, 211]. O pH das 

soluções iluminadas varia entre 11 e 13, logo a captura de oxigênio singleto se deve ao 

mecanismo de decomposição de peróxido de hidrogênio em pH alto, além da dismutação 

do superóxido, como mostrado nas reações 4.16-18. Este processo pode ser visto como 

um mecanismo indireto de autocatálise, uma vez que a dismutação do superóxido gera 

1O2 e também H2O2, cuja decomposição em meio alcalino produz mais 1O2. 

O mecanismo de decomposição do peróxido de hidrogênio em meio básico foi 

avaliado, bem como a seletividade do TEMP para captura de oxigênio singleto, uma vez 

que alguns relatos da literatura sugeriram que aminas cíclicas de forma 2,2,6,6-

tetramethyl piperidine podem capturar radicais hidroxila [212, 213]. Rosenthal e 

colaboradores relataram que TEMP e TEMPone (molécula similar ao TEMP porém, com 

substituição do grupo OH da posição 4 no anel piperidina por um átomo de O) podem 

capturar OH• gerado pela irradiação com raios gama de suas soluções aquosas [212]. 

 Apesar do uso de TEMP como armadilha de spin seletiva para oxigênio singleto 

ser bem estabelecido na literatura [123, 204, 214], utilizamos uma metodologia baseada 

na geração de radicais hidroxila por meio de reação Fenton, com TEMP (1 M) na 

presença de peróxido de hidrogênio (3%) (DINÂMICA, 30%) e ferrocianeto de potássio 

na concentração 1 mM (K4Fe(CN)6·3H2O). As amostras foram preparadas em tubos 

cônicos (eppendorf) contendo: 50 µL de TEMP (1M) + 20 µL de H2O2 (3%) e 30 µL de 

água deionizada para a amostra controle ou 30 µL de ferrocianeto de potássio (1 mM). A 

figura 4.23 mostra os resultados para o teste controle em comparação com a reação 

Fenton na presença de Fe2+. Este mesmo experimento, na ausência do metal de transição 

em estado reduzido, nos permite avaliar o processo de decomposição do peróxido em 

meio básico, fornecendo resultados que podem corroborar nossa hipótese de geração 

indireta de 1O2 por meio das dismutações de O2-• e H2O2. 

 A amostra controle (sem ferrocianeto) contendo TEMP e H2O2 gera adutos de 

spin com TEMP em concentrações similares à reação catalisada pelo ferro, como pode 
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ser observado na figura 4.27. Se o TEMP for uma armadilha de spin eficiente para 

captura de OH• o sistema Fenton renderia um sinal RPE muito mais intenso que a 

amostra controle, uma vez que a reação é catalisada pelos íons Fe2+ (reação 2.1b). Como 

a intensidade dos sinais RPE das amostras com Fe2+/H2O2 e apenas H2O2 são 

semelhantes, podemos concluir que apenas o peróxido de hidrogênio é responsável pelo 

aduto detectado, pois no sistema onde ocorre reação Fenton a geração de radicais 

hidroxila deveria ser relativamente maior. Além disso, na ausência de peróxido de 

hidrogênio, o ferrocianeto não é capaz de produzir adutos (espectros não mostrados 

aqui). 

 

  

Figura 4.27: Espectros RPE dos adutos gerados com TEMP na presença de H2O2 (3%) e em reação Fenton 

catalisada por íons Fe2+ (K4Fe(CN)6·3H2O - 1 mM) em função do tempo de reação (a). Intensidade do sinal 

RPE em função do tempo de reação de H2O2 (3%) na presença de TEMP em meio ácido (pH~1) e básico 

(pH~12) (b). 

 

As reações envolvendo peróxido de hidrogênio incluindo sua ionização, 

dissociação e atividade oxidante/redutora são dependentes do pH do meio [215]. A 

medição do pH das soluções contendo TEMP e os demais componentes dos sistemas 

testados nos fornece valores de pH que variam entre 11 - 13. A decomposição do 

peróxido de hidrogênio é acompanhada pela formação de radicais OH• em pH baixo e 

oxigênio molecular em pH alto [211, 216]. Böhme e Brauer mostraram que a 

decomposição do peróxido catalisada por molibdato de sódio produz oxigênio molecular 

no estado singleto (solução aquosa, pH 10,5) [210]. De acordo com Böhme e Brauer 
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[210] a dismutação do peróxido de hidrogênio em meio básico leva a formação de 1O2, 

de acordo com a reação 4.27 [210]: 

               
  (4.27). 

Em pH ácido, a decomposição de H2O2 deve levar à formação de OH• e OH-. Deste 

modo, não haverá formação de aduto de spin com TEMP, como mostrado na figura 4.27 

(b). 

De posse destas informações, nosso modelo baseia-se na formação de O2-•, por 

meio da excitação do fotossensibilizador pelos fótons UVA, com reações que envolvem a 

produção de oxigênio singleto e peróxido de hidrogênio, seguido pela decomposição do 

peróxido de hidrogênio, de forma a gerar mais oxigênio molecular (em estado singleto) e 

água em meio alcalino, em concordância com os resultados de Böhme e Brauer [210]. 

Nosso modelo pode ser descrito pelas reações descritas abaixo: 

 

              
   
      (4.28). 

                
  (4.29). 

                
   (4.30). 

    
          

       (pH básico) (4.31). 

               
      (pH básico) (4.32). 

        
         

  (4.33). 

 

onde     corresponde à porfirina em seu estado fundamental,     é o estado excitado 

singleto que após passar por cruzamento intersistemas é levado ao estado excitado 

tripleto    . No estado tripleto a porfirina pode transferir energia para formar oxigênio 

singleto e, paralelamente, transferir um elétron para a molécula de O2, formando O2-•, 

tornando-se um cátion    . Na sequência, a dismutação de O2-• leva a produção de 1O2 e 

H2O2. O peróxido de hidrogênio se decompõe, então, para formar 1O2 (em meio básico) 

que será capturado pelo TEMP.  
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 Desta forma foi possível testar a eficiência do TEMP como armadilha de spin 

seletiva para oxigênio singleto e estabelecer um modelo onde a decomposição de 

peróxido de hidrogênio pode levar a produção de 1O2 em meio básico. Considerando-se 

que peróxido de hidrogênio pode ser gerado via irradiação com UVA ou 

fotólise/radiólise dos nossos sistemas em meio aquoso, esta conclusão é de grande 

importância para interpretação dos resultados. Assim, foi possível saber que o aduto 

final gerado sob UVA é resultado da captura de 1O2 pela molécula do spin trap TEMP. A 

cinética de formação do aduto, que ocorre de forma mais lenta sob UV, nos levou a 

concluir que havia outras espécies reativas sendo geradas inicialmente. A geração de 

oxigênio singleto por meio de iluminação UVA pode ocorrer via transferência de energia 

do FS para a molécula de O2, mas também pode resultar de um processo indireto onde 

há transferência de carga do FS excitado para oxigênio molecular dissolvido no meio. 

 Acreditamos que o sistema híbrido seja mais eficiente devido a propriedade 

catalítica desempenhada por nanopartículas de ouro [211]. Catalisadores formados por 

nanopartículas de ouro tem sido reportados para processos de oxidação [217, 218] onde 

as nanopartículas de ouro interagem com H2O2 para produzir radicais hidroxila, num 

mecanismo semelhante ao processo Fenton [219]. O trabalho de Novalon et al. mostrou 

que o mecanismo mais provável para descrever a atividade fotocatalítica de 

nanopartículas de ouro suportadas em vários compostos (CeO2, nanodiamantes, TiO2) 

envolve a transferência de elétron fotoinduzida (por laser 532 nm ou luz solar) do ouro 

para H2O2 [219]. De acordo com Chang e Liu, o ouro pode atuar como um bom doador de 

elétrons em ligações com adsorbatos eletronegativos [220]. Portanto, este efeito não 

deve ser creditado à amplificação do campo elétrico em torno dos nanobastões de ouro. 

 Em concordância com os relatos citados, He e coautores apontaram que soluções 

aquosas de AuNP (revestidas com diferentes compostos) podem catalisar a 

decomposição de peróxido de hidrogênio, acompanhado pela formação de radicais OH• 

em pH baixo (menor que 4,6) [211]. Para soluções com pH > 6,0, na presença das AuNP o 

peróxido de hidrogênio se decompõe formando oxigênio molecular [211]. O mesmo 

comportamento foi identificado pelos autores quando nanopartículas de prata são 

usadas, onde a geração de radicais hidroxila foi baseada em reações do tipo Fenton em 

meio ácido [216]. Em ambos os casos, a geração de radicais OH• é extremamente 
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dependente do pH. De acordo com os resultados de He e coautores, não foi possível 

identificar o estado do oxigênio molecular detectado. Nossos resultados indicam que a 

molécula de oxigênio, que resulta da decomposição do peróxido em meio básico, está no 

estado singleto excitado. 

 Levando em consideração estas informações, é possível que os nanobastões de 

ouro catalisem a decomposição do peróxido de hidrogênio (formado pela dismutação do 

O2-•) em água e 1O2, em concordância com os resultados de He et al. [211]. Uma vez que a 

solução aquosa de TEMP possui pH extremamente básico, o caminho de decomposição 

do peróxido de hidrogênio nestas condições leva a 1O2. Isso promove um aumento na 

concentração dos adutos detectados por meio de RPE. 

 Os processos de geração de espécies reativas envolvem a presença de oxigênio 

molecular dissolvido nos solventes usados. Essa hipótese é validada quando 

comparamos soluções de TEMP e POR irradiados com UVA, feitos a partir de soluções 

aquosas degasadas com N2 por cerca de 60 min, com as soluções aquosas de POR e TEMP 

onde não foi feito nenhum processo de purga. Os resultados são mostrados na figura 

4.28. É possível perceber que as soluções saturadas com N2 apresentam uma redução na 

concentração dos adutos de spin por um fator 2. 

 

 



124 

 

 

 

 

Figura 4.28: Concentrações dos adutos de spin gerados, utilizando-se TEMP, para POR sob iluminação 

com laser UVA (375 nm), em função do tempo de iluminação, em comparação com soluções degasadas 

com N2 dos mesmos reagentes.  

 

 Podemos concluir que a porfirina funciona como um sensibilizador eficiente para 

gerar oxigênio singleto sob luz UVA. O mecanismo de geração de 1O2 envolve 

transferência de carga dos estados excitados da porfirina (por luz UVA) para oxigênio 

molecular dissolvido no solvente. Isso pode ser percebido pela redução da concentração 

dos adutos de spin gerados sob UVA, quando as soluções são previamente degasadas 

com N2. As medidas utilizando-se os supressores Tiron (para O2-•) e piruvato de sódio 

(para H2O2) indicam que estas espécies estão, de fato, envolvidas nesse mecanismo. De 

acordo com as reações 4.17-4.19, O2-• pode gerar diretamente 1O2 e H2O2. Além disso, em 

pH básico, o peróxido de hidrogênio pode se decompor, produzindo mais oxigênio 

singleto e água. Essas reações autocatalíticas produzem 1O2, que é posteriormente 

capturado pelo TEMP. Sob luz UVA, não detectamos a presença de radicais OH• em 

concentrações mensuráveis (figura 4.14), o que nos leva a creditar que as reações 4.18 e 

4.19 tem pouca participação no mecanismo de produção de oxigênio singleto. Devemos 

deixar claro que estas reações dependem do pH e, portanto, os resultados obtidos com 

spin trapping também irão depender do pH das soluções. Com exceção dos dados 

apresentados na figura 4.27 (b), não foram feitos mudanças no pH das soluções dos spin 
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traps utilizados. Em solução aquosa, o pH do TEMP é ~12 e a solução do PBN (na 

mistura de etanol e água 1:1 v/v) possui pH ~6. 

 

4.5.3 – RPE de amostras irradiadas com raios gama 

 

A possibilidade de uso de radiação mais energética em conjunto com 

nanopartículas de ouro já vem sendo estudada há alguns anos, desde que Hainfeld 

mostrou em 2004 que, utilizando-se nanopartículas de ouro, a taxa de sobrevida de 

ratos que receberam nanopartículas de ouro (1,9 nm) chegou a 86% quando associados 

a raios X de 250 kVp, contra 20% para o grupo de animais que recebeu apenas radiação 

[40]. 

Embora não seja esperado que radiação ionizante seja capaz de produzir oxigênio 

singleto, testes com TEMP indicaram a geração de aduto característico TEMP-1O2 (figura 

4.15). É possível que na presença da porfirina, raios X fluorescentes, fótons e elétrons 

Compton gerados durante a irradiação possam excitar o fotossensibilizador que, em 

seguida, pode transferir sua energia de excitação para oxigênio molecular. Num sistema 

híbrido formado por AuNP conjugadas a Verteporfin, Clement e colaboradores 

obtiveram resultados semelhantes, irradiando as amostras com fótons gerados por 

acelerador linear de elétrons com energia de 6 MeV [221]. Ficou evidenciado que 

Verteporfin puro é mais eficiente na geração de 1O2 que o conjugado Verteporfin-AuNP 

quando submetido a raios X, enquanto que sob iluminação no visível (690 nm) o 

conjugado é mais eficiente que a porfirina pura [221]. 

A armadilha de spin PBN nos permite identificar a existência de radicais 

hidroxila, uma vez que o mecanismo de excitação de moléculas de água por radiação 

ionizante (radiólise) é responsável pela formação de radicais [161, 222]: 

 

          
            

                                     (4.34). 

   
               

     (4.35). 
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 A presença de oxigênio singleto pode ser um subproduto da radiólise da água, 

produzido pela interação entre radicais hidroxilas ou superóxido gerados no processo. 

As reações envolvidas neste processo indireto podem ser encontradas em trabalho de 

Ermolin et al. [163]. Apesar do modelo proposto por Ermolin et al., onde Fe2+ reage com 

H2O2, ser diferente das reações envolvidas na radiólise, os produtos das reações 

envolvem OH•, O2-• e elétrons. Estas espécies podem gerar oxigênio singleto 

indiretamente por meio das reações abaixo [163]: 

 

    
       

              
  (4.36). 

               
 

 
       

   (4.37). 

        
              

  (4.38). 

   
                 

  (4.39). 

   
       

 

 
   

        (4.40). 

 

 Considerando-se que a radiólise é o efeito dominante, como observado na figura 

4.18 para os resultados do PBN puro sob raios gama,  a equação 4.37 é a reação mais 

provável de ocorrer. Porém as demais reações também são possíveis. Embora a hipótese 

de geração de oxigênio singleto via radiação ionizante seja plausível, o mecanismo de 

radiólise da água deve ser o dominante. Os resultados obtidos com TEMP e os 

supressores indicam que a supressão do aduto é mais eficiente na presença de DMSO, 

um supressor conhecido para radicais hidroxila. 

 A dose de radiação da amostra pode ser um fator determinante na geração de 

EROs em concentrações detectáveis por RPE. Halpern e colaboradores utilizaram uma 

fonte de 60Co produzindo taxas de 2,1 Gy/s para irradiar in situ um modelo tumoral de 

células NFSa de fibrosarcoma em rato com dose total de 3000 Gy [222]. Os autores 

injetaram uma solução aquosa do spin trap 4-POBN (α-(4-pyridyl-1-oxide)-N-tert-

butylnitrone) e etanol em tumores presentes na perna do rato. A técnica de RPE 

associada a spin trapping usando-se 4-POBN na presença de etanol mostrou a interação 

de radicais hidroxila produzidos com etanol, gerando o radical α-hidroxietila e sua 
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posterior captura pelo 4-POBN (4-POBN-CH(OH)CH3•). A concentração de radicais 

hidroxila gerada por minuto é de 36 µM para detecção em RPE. Porém, a dose usada 

para permitir a detecção é três ordens de magnitude maior que a fração de dose 

terapêutica diária. Ou seja, para produzir grandes concentrações são necessárias altas 

doses de radiação. Neste caso, a alta dose aplicada se deve, provavelmente, a baixa 

sensitividade do espectrômetro de RPE utilizado (250 MHz) [161]. O espectrômetro de 

baixa frequência permite a detecção de radicais existentes a 7 cm de profundidade em 

tecido, onde são gerados [222]. 

 Takeshita e coautores [161] também demonstraram a geração de radicais 

hidroxila in vivo em ratos com doses muito menores (78 Gy) que as utilizadas por 

Halpern et al. (3000 Gy) [222]. Os dados de Takeshita et al. indicam que a interação de 

OH• com o DMSO, solvente usado para solubilizar o spin trap PBN, leva à formação do 

aduto com radical metila (CH3•) responsável por seis linhas no espectro RPE para as 

amostras irradiadas. Há ainda a presença do aduto PBN-OCH3• que é gerado pela 

oxidação do CH3• sob condições aeróbicas [161].  

 Podemos perceber que as concentrações de oxigênio singleto produzidas por 

radiação ionizante são cerca de uma ordem de grandeza menores (figura 4.16) quando 

comparadas as amostras iluminadas com luz amarela (570 nm, figura 4.8 (a)). Isso é 

esperado, uma vez que a faixa de energia usada nas irradiações é bem superior à energia 

necessária para produção de oxigênio singleto (94 kJ/mol) [12]. Nossa hipótese é que o 

mecanismo principal de geração espécies reativas de oxigênio ocorra por meio de 

transferência de carga, geradas por meio do espalhamento Compton. Estes processos 

são relevantes para geração de superóxido, além de raios X fluorescentes envolvidos na 

radiólise da água e produção de OH• [67]. 

 Alguns parâmetros são importantes na determinação da eficiência da 

radiossensibilização por NP. Dentre eles podemos citar o tamanho das NP e a energia do 

feixe da radiação. De acordo com Cooper e colaboradores, AuNP menores amplificam 

ainda mais a dose na região onde estão depositadas por se acumularem próximas ao 

núcleo, onde podem causar grandes danos [61]. Além disso, espera-se que a 

amplificação da dose seja maior quando a energia do feixe encontra-se próxima da 
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banda K do elemento [61], permitindo geração de fotoelétrons, elétrons Auger e raios-X 

fluorescentes [71]. 

 Misawa e Takahashi [67] mostraram que nanopartículas de ouro com diâmetros 

menores e, consequentemente, maior área superficial tiveram um maior rendimento 

para geração de EROs sob raios X, o que sugere uma atividade catalítica da superfície das 

AuNP, como evidenciado por Cheng et al. [74] e Sicard-Roselli et al. [75]. 

  A geração de espécies reativas pela ionização de nanopartículas de ouro com 

raios X foi estudada por Misawa e Takahashi utilizando nanopartículas de diâmetros 

entre 5 e 250 nm [67]. Dentre as espécies reativas detectadas, houve aumento na 

geração de OH• e O2-• em função da concentração das AuNP e da energia absorvida pelas 

amostras. As nanopartículas menores (5 nm) apresentaram uma eficiência maior na 

geração destas espécies em função do aumento da dose de energia absorvida. O método 

usado por estes autores consiste em avaliar a fluorescência de sondas específicas para 

estes radicais. 

 Além do uso de nanopartículas de ouro, a adição da porfirina H2TM4PyP(OTs)4 

(POR) pode ter um efeito positivo na geração de EROs sob raios X. Takahashi e Misawa 

[194] estudaram a geração de espécies reativas de oxigênio por Protoporfirina IX (PpIX) 

sob radiação UVA (3-4 eV) e raios X de baixa energia (~50 keV). Os resultados foram 

obtidos com base no uso de dois reagentes: aminofenil-fluoresceína (2-[6- (4-

amino)phenoxy-3H-xanthen-3-on-9-yl]benzoicacid - APF) e hidroetidina (dihydroethidium 

- DHE) na presença de etanol como supressor para OH•. APF e o DHE são compostos não 

fluorescentes que, ao interagirem com EROs, se convertem em fluoresceína e etidina 

respectivamente, espécies altamente fluorescentes [194]. APF reage principalmente com 

OH•, enquanto que DHE é um indicador para O2-•, mas também pode reagir com peróxido 

de hidrogênio (H2O2) e OH• em menor proporção [223]. De acordo com Takahashi e 

Misawa [194] a presença do fotossensibilizador aumentou a geração de OH•, O2-• e 1O2 

por um fator maior que 2 na concentração de PpIX de 1,50 µg/mL, em adição aqueles 

gerados por meio de radiólise da água. É importante mencionar que mesmo na ausência 

do FS, estas espécies reativas são geradas devido à radiólise da água.   

Estudos realizados mostram que APF também apresenta sensibilidade a 1O2, o 

que dificulta a identificação de EROs sem ambiguidade quando estas sondas 
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fluorescentes são empregadas, sobretudo porque apenas supressor para OH• foi 

utilizado [224]. Na presença de PpIX a geração de EROs sob raios X e irradiação com UV 

é dependente da absorção de energia, aumentando em função da energia absorvida. Sob 

raios X, o etanol apresenta o efeito esperado de redução da geração de OH•, causando 

diminuição na fluorescência do APF [194]. Já a fluorescência com DHE não foi afetada 

pelo etanol sob raios X ou UV, o que sugere a existência de outras espécies reativas como 

1O2, além de OH•. A conclusão é que diferentes espécies reativas de oxigênio são geradas 

por meio de raios X na presença de PpIX, sobretudo OH• e 1O2, enquanto que sob 

radiação UV, O2-• e/ou 1O2 são produzidos [194]. 

 Nossos resultados são similares aos apresentados por Takahashi e Misawa [194]. 

Fica evidenciado que a irradiação das amostras aquosas produz oxigênio singleto, 

mesmo na ausência de fotossensibilizador ou ouro, como observado nas soluções 

contendo TEMP irradiadas com raios gama (1,17 e 1,33 MeV) (figuras 4.15 e 4.16). A 

reação de radiólise da água tem como principal produto a geração de OH•, porém, 

observa-se que oxigênio singleto também pode ser gerado. O mecanismo, apesar de 

pouco entendido, é descrito por Takahashi e Misawa [194]. De acordo com estes autores, 

fótons de raios X podem gerar radicais primários como OH•, H•, eaq- durante o processo 

de radiólise. Fótons espalhados de baixa energia podem produzir elétrons secundários e 

excitar o oxigênio molecular em seu estado tripleto (3O2). Os radicais/espécies reativas 

excitados podem, então, transferir energia para o FS levando-o ao seu estado excitado e, 

durante o processo de desexcitação do FS, O2-• e OH• podem ser produzidos [194]. 

 Em nossos testes de terapia fotodinâmica convencional, irradiando-se as 

amostras com luz amarela (570 nm), detectamos quantidades semelhantes de OH• às 

encontradas utilizando-se radiação ionizante. Porém, as concentrações de oxigênio 

singleto são bem menores. Quando sob excitação com raios gama, os valores das 

concentrações dos adutos obtidos com PBN são relativamente pequenos para detecção 

via RPE e, apesar de usarmos doses maiores, na presença de nanoestruturas metálicas 

não observamos uma maior geração de OH•. A radiólise da água produz uma quantidade 

relativamente grande de radicais, o que pode mascarar o efeito de amplificação da 

produção de radicais pelo ouro, uma vez que pouca ou nenhuma variação na intensidade 

do sinal RPE é observada na presença das nanoestruturas de ouro. 
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 Um sistema híbrido composto por AuNP conjugadas a Verteporfin foi irradiado 

com doses de 0-6 Gy por acelerador linear de elétrons de 6 MeV [221]. Assim como 

nossos resultados, Verteporfin sozinha foi capaz de produzir mais oxigênio singleto sob 

raios X que seu conjugado com AuNP. Entretanto, este mecanismo não está claro. 

 O fato de que porfirinas sozinhas podem ser radiossensibilizadores potentes é 

conhecido na literatura [225-227]. Porém, não se sabe ao certo qual é o mecanismo da 

geração de EROs pelas porfirinas quando expostas à raios X. 

 Podemos propor uma hipótese em que ocorre um mecanismo semelhante ao que 

ocorre sob UV, quando o sistema é excitado por raios X/gama. É possível a geração de 

oxigênio singleto por meio da transferência direta de energia da porfirina excitada por 

fótons espalhados de menor energia, elétrons Compton ou pelos processos de 

desexcitação dos demais radicais formados em consequência da radiólise da água [194]. 

Além disso, o envolvimento de espécies radicalares como O2-• e OH• pode levar a 

produção de peróxido de hidrogênio, cuja decomposição produz 1O2 em meio básico. O 

fato da adição de DMSO (supressor para OH•) afetar a geração dos adutos com o TEMP 

(figura 4.17) é um indício de que os radicais hidroxila desempenham um papel 

importante na geração de 1O2. As reações 4.37-4.39 são, provavelmente, as que melhor 

descrevem o nosso sistema. Conclui-se que a porfirina POR é um bom FS para uma 

ampla região do espectro eletromagnético. É importante notar que as quantidades dos 

adutos PBN-CH3• gerados por meio de radiação gama são maiores na presença de DMSO. 

Isso se deve à captura de radicais OH• pelo DMSO, levando ao surgimento de radicais 

CH3• (reação 4.4). Além disso, o próprio DMSO pode sofrer decomposição radiolítica e 

produzir radicais CH3• [161]. É possível que a quantidade de DMSO usada seja suficiente 

para promover a captura dos radicais hidroxila e ainda sofrer decomposição gerando 

mais radicais CH3•. Estes fatores devem ser os responsáveis pelo aumento do sinal do 

aduto PBN-CH3• quando DMSO é usado como supressor. 

 No mesmo trabalho em que He e colaboradores demonstraram o poder das AuNP 

em catalisar a decomposição do peróxido, os autores demonstraram também que em 

reações envolvendo a geração de O2-• por xantina/xantina oxidase (pH 7,4) na presença 

de spin trap BMPO, a adição de AuNP às soluções causa redução da intensidade do sinal 

RPE relativo ao aduto do BMPO com  O2-• (BMPO-OOH• ), de forma semelhante a exercida 
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pela enzima superóxido dismutase (SOD) [211]. Desta forma, os autores concluíram que 

as nanopartículas de ouro também são capazes de catalisar a decomposição de O2-•, de 

acordo com a reação 4.41 [211]. É importante ressaltar que o composto que recobre a 

superfície das nanopartículas têm grande influência no efeito de redução nas 

quantidades de O2-• geradas. Por exemplo, nanopartículas recobertas com ácido tânico 

tiveram melhor desempenho na catalisação da dismutação do superóxido (reação 4.41) 

se comparadas as nanopartículas recobertas com polivinil-pirrolidona [211]. O ácido 

tânico é um polifenol com atividade antioxidante demonstrada [228, 229]. 

 

    
                (4.41). 

 

 Em adição aos resultados previstos teoricamente via simulação de Monte Carlo 

[36, 230] e obtidos por meio de sondas fluorescentes como a reação de hidroxilação do 

ácido cumarino-3-carboxílico [73, 74] alguns estudos avaliam a amplificação da dose por 

meio de dosimetria utilizando-se o aminoácido alanina (C3H7NO2) [231-233]. Este é um 

método de dosimetria que baseia-se na análise dos radicais estáveis induzidos em 

aminoácidos por radiação ionizante por meio de RPE [234]. A alanina é um composto 

orgânico que pode ser irradiado em sua forma cristalina ou em pó. A estrutura da 

alanina e dos radicais gerados sob radiação ionizante são mostrados na figura 4.29 

[235]. 

Guidelli e Baffa [236] utilizaram um nanocompósito contendo alanina e 

nanopartículas de ouro/prata para avaliar o fator de aumento da dose (DEF - dose 

enhancement factor) no meio pela presença de nanopartículas metálicas em função do 

tamanho, concentração e energia do feixe de radiação. Por meio da comparação da 

intensidade do sinal RPE da alanina pura e dos nanocompósitos irradiados com feixes de 

diferentes energias foi possível verificar que os maiores valores DEF são obtidos para 

raios X com energias da ordem de 30-40 keV. O fator de aumento da dose também 

aumenta linearmente com a quantidade (percentual em massa) de metal presente nos 

nanocompósitos [236]. Em relação ao tamanho das nanopartículas, os autores 

observaram aumento na dose para nanopartículas de até 280 nm. Partículas maiores 
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podem sofrer agregação o que as impede de adentrar na matriz de alanina, de forma que 

ao serem expostas à radiação ionizante estas partículas depositam os elétrons ejetados 

dentro do próprio aglomerado e não no meio em que está imersa [236]. Essa auto-

absorção causa redução no valor de DEF [236]. 

 

Figura 4.29: Estrutura da alanina e de seus radicais. O radical R1 é conhecido como radical estável e o 

radical R3 apresenta 3 formas [235]. 

 

 A forma mais estável do radical alanina, chamada R1, é formada pela 

desaminação da alanina em sua forma protonada enquanto que o radical R2 é formado 

pela abstração de um átomo de H ligado ao C na posição 2 (figura 4.29) [235]. O sinal 

RPE é composto por cinco linhas de intensidades 1: 4: 6: 4: 1 devido a interação 

hiperfina entre o spin do elétron desemparelhado com os spins nucleares de quatro 

átomos equivalentes de H [237]. O radical R1 fornece a maior contribuição para a linha 

central do espectro RPE à temperatura ambiente para a alanina irradiada (cerca de 55% 

do espectro é composto pelo sinal referente à R1) e R2 contribui com 35% para o 

espectro de RPE [238]. A altura pico a pico da linha central é usada para determinar a 

quantidade de radicais de alanina produzidos pela radiação. Amostras de l-alanina 

policristalinas (em forma de pó) foram irradiadas com radiação gama e os espectros RPE 

são mostrados na figura 4.30 em função da dose de radiação. A curva apresentada na 
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figura 4.30 (b) não apresenta a linearidade esperada, porém a alanina é um dosímetro 

utilizado para doses menores que 1 kGy com sensitividade de 1 Gy [234]. 

 

  

Figura 4.30: (a) Espectros RPE de l-alanina em pó irradiado com radiação gama nas doses 30 Gy, 500 Gy e 

1000 Gy. (b) Intensidade da linha central (altura pico a pico - App) em função da dose. 

 

 A estratégia utilizada por Guidelli e Baffa [236] é uma tentativa de avaliar o efeito 

do aumento da dose local, próximo à superfície da nanoestrutura. Porém, o aumento 

efetivo da dose local poderia ser mensurado corretamente se a alanina estivesse ligada à 

superfície da nanoestrutura, pois elétrons responsáveis por esse efeito local de alta 

deposição da dose viajam curtas distâncias (alguns nm) [72, 73]. 

 Concluímos que a porfirina, por si só, apresenta um efeito positivo na geração de 

oxigênio singleto sob raios gama, enquanto a adição de AuNR causa redução na 

produção de oxigênio singleto, como mostrado pelos estudos utilizando-se TEMP. 

Nossos resultados com PBN mostram aduto característico da captura de OH•, sendo que 

as concentrações dos adutos gerados é semelhante para todas as amostras, PBN puro, 

POR pura e POR/AuNR. A adição de DMSO produz um novo aduto de spin, cujos 

parâmetros se referem ao aduto PBN-CH3•, com CH3• sendo produzido pela ionização 

direta do DMSO e também pela reação entre DMSO e OH• (reações 4.4 e 4.5). A utilização 

de NaN3 nos testes com raios gama não nos permitiu chegar a uma análise conclusiva. A 

radiação ionizante pode afetar a estrutura molecular deste supressor, incapacitando-o 

de sequestrar oxigênio singleto. 
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 Em resumo, os resultados obtidos neste trabalho usando radiação ionizante para 

o estudo da produção de espécies reativas de oxigênio não são bem claros. De fato, a 

radiação ionizante (raios gama com energias da ordem de MeV) produz espécies 

reativas a partir do oxigênio molecular dissolvido no solvente, como é o caso da terapia 

fotodinâmica usando luz na região do visível e ultravioleta próxima, e também um efeito 

pronunciado é esperado a partir da radiólise da água ou dissociação de outros solventes 

envolvidos na metodologia de spin trapping, como por exemplo, o uso de etanol para 

dissolução de PBN. Outra questão está ligada a própria metodologia de spin trapping sob 

radiação ionizante. Existem poucas informações na literatura de como os spin traps, em 

nosso estudo o TEMP e o PBN, ou os supressores de radicais como NaN3/D-manitol, se 

comportam sob radiação ionizante. 

 Os resultados com o spin trap PBN mostram que há formação de radicais 

hidroxila (figura 4.18) sob radiação ionizante, e a adição de porfirina leva a um pequeno 

aumento. Porém, os resultados com o híbrido formado por POR e AuNR são basicamente 

os mesmos observados para a porfirina sozinha. Desta forma, não observamos um efeito 

sinergético entre POR e AuNR. Por outro lado, as experiências com o spin trap TEMP 

mostram que também sob radiação ionizante temos a formação de oxigênio singleto, 

porém, em escala bem menor se comparada com a iluminação na região do visível. Como 

as reações de formação de radicais são múltiplas, sob radiação ionizante, fica difícil 

chegar a uma conclusão definitiva sobre os mecanismos envolvidos. Uma conclusão mais 

afirmativa é que a porfirina sozinha usada neste estudo é sim um radiossensibilizador 

sob radiação ionizante. 

 A medida de spin trapping nos fornece uma média do efeito esperado pela adição 

das nanoestruturas no meio, pois as moléculas da armadilha de spin (TEMP ou PBN) 

estão distribuídas uniformemente nas soluções. Como a energia dos fótons usados por 

nós é da ordem de MeV, acreditamos que os elétrons do metal e meio sejam espalhados 

com energias maiores que 5 keV, evidenciando o efeito do tipo T1PE proposto na 

literatura [72, 73].  Para que pudéssemos detectar o efeito que ocorre próximo da 

superfície da nanoestrutura metálica, a armadilha de spin deveria estar ligada à 

superfície do material, uma vez que fotoelétrons gerados com baixa energia (menor que 

5 keV) percorrem distâncias curtas (cerca de alguns nanômetros). Desta forma, 
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acreditamos que o efeito observado pela técnica de spin trapping corresponde a uma 

média global da geração de EROs no meio, de forma que a captura de espécies geradas 

próximo à superfície da nanoestrutura de ouro fica negligenciada. Desta forma, o efeito 

T2PE é mascarado pelo efeito T1PE [72, 73]. 

 Sob radiação ionizante, nossos resultados sugerem que a geração de espécies 

reativas ocorre, sobretudo, por meio da radiólise da água, gerando OH• primariamente. 

Um estudo mais detalhado variando-se parâmetros como concentração, tamanho das 

nanoestruturas e energia do feixe de radiação incidente ainda se faz necessário. 

 O efeito dos nanobastões e nanopartículas de ouro na geração de EROs é 

insignificante e não justifica o seu uso em radioterapia de câncer sob radiação ionizante 

na ordem de MeV, como usado neste estudo, em que o efeito predominante da radiação 

ionizante é o efeito de espalhamento Compton. Na realidade esperaríamos um efeito 

significativo do ouro, se usássemos uma fonte de radiação ionizante de energia 

ligeiramente maior que 80,7 keV (banda K do ouro). Infelizmente, não conseguimos uma 

fonte de radiação com esta energia. Por outro lado, radioterapia convencional aplicada 

em hospitais em geral usa fontes de aceleradores lineares com radiação da ordem de 

MeV. Para excitar significativamente a porfirina e ver um efeito sinergético entre 

radioterapia e terapia fotodinâmica, seria necessário um sistema composto de um 

material cintilante que pode transferir efetivamente a energia da radiação ionizante 

para a região do visível onde a porfirina ou até o híbrido formado pela POR e as 

nanobastões de ouro se mostraram eficientes na formação de oxigênio singleto. 
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5 – CONCLUSÕES 

 O sistema híbrido formado por nanobastões de ouro e porfirina (POR/ AuNR) é 

um fotossensibilizador promissor para uso em terapia fotodinâmica (TFD), muito mais 

eficiente para geração de oxigênio singleto, se comparado à porfirina pura, mostrando 

um aumento de cerca de uma ordem de grandeza na geração de 1O2. Este efeito pode ser 

explicado pelo aumento do campo elétrico localizado em torno do nanobastão de ouro, 

que é responsável por uma absorção de luz mais intensa pelo fotossensibilizador (FS), 

seguida por transferência de energia do FS para a molécula de oxigênio produzindo, 

desta forma, 1O2. O ligante presente na superfície da nanoestrutura, que confere carga 

superficial a mesma, é um parâmetro relevante para aplicações biológicas destes 

materiais, mas não mostra influência no mecanismo de geração de oxigênio singleto, 

como mostrado em experimentos de spin trapping usando partículas de diferentes 

cargas de superfície. Os diferentes experimentos de spin trapping sob iluminação na 

região do amarelo e do vermelho revelaram que o mecanismo dominante para o híbrido 

POR/AuNR é a formação de oxigênio singleto devido à transferência de energia da 

porfirina excitada para a molécula de O2 (mecanismo tipo II). Em um segundo passo, 

radicais hidroxilas são gerados, induzidos pela desprotonação do spin trap PBN e 

subsequente transferência de carga, resultando na formação de OH•. A geração de EROs 

constitui a base da terapia fotodinâmica e o sistema híbrido apresentado pode se tornar 

uma ótima alternativa ao tratamento de câncer, levando a uma diminuição da dose de FS 

administrado e, consequentemente, menos custos e efeitos colaterais ao tratamento. 

Apesar da eficiência do sistema híbrido formado por POR/AuNR com iluminação com 

luz de comprimentos de onda no visível (570 nm e 630 nm), este tipo de terapia 

fotodinâmica continua limitada a lesões ou tumores superficiais. 

 Com uso de radiação UVA em nossos sistemas, pudemos perceber que o 

mecanismo de geração oxigênio singleto envolve a participação de outras espécies 

reativas de oxigênio. Os testes realizados com spin trapping na presença de TEMP e 

supressores Tiron e piruvato de sódio nos permitiram identificar a presença de O2-• e 

H2O2, produzidos paralelamente ao oxigênio singleto. De fato, conseguimos comprovar 

que a porfirina é responsável pelo mecanismo que envolve transferência de elétron, 

além de energia, de seus estados excitados para oxigênio molecular dissolvido nas 
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soluções aquosas. As reações apresentam caráter autocatalítico, uma vez que a 

dismutação de O2-• e H2O2 (em meio básico) leva à geração de mais oxigênio singleto, 

com pouca participação de radicais OH•. O sistema híbrido POR/AuNR é mais eficiente 

na geração destas espécies reativas devido a atividade catalítica dos nanobastões de 

ouro, sendo capazes de auxiliar na conversão de O2-• e H2O2 a 1O2 + H2O em soluções 

aquosas com pH alcalino. 

 A falta de resultados expressivos em nossas medidas de spin trapping nos 

sistemas contendo nanobastões de ouro irradiados com radiação ionizante (energias da 

ordem de MeV) sugere que o mecanismo principal de geração de EROs consiste na 

radiólise da água, gerando OH• primariamente. A energia da radiação ionizante utilizada 

por nós está muito acima da energia da camada K do Au (80,7 keV). Desta forma o efeito 

fotoelétrico é insignificante, e o efeito dominante é o espalhamento Compton, que não se 

mostrou eficaz em excitar o Au para geração de EROs. Por outro lado, verificamos que a 

porfirina pode ser usada como um radiossensibilizador, uma vez que a interação da 

porfirina com radiação ionizante é capaz de gerar espécies reativas de oxigênio em 

adição às geradas por meio de radiólise. Porém, nestas condições, a porfirina é 

notavelmente menos eficiente na geração de 1O2 se comparada ao sistema irradiado com 

luz visível. Outro fato interessante é a geração de 1O2 por meio de radiação ionizante, 

provavelmente num mecanismo secundário de interação de radicais OH•, levando a 

produção de H2O2 e sua decomposição em água e 1O2, assim como ocorre sob luz UVA. 

 Em resumo, o sistema híbrido POR/AuNR é um fotossensibilizador promissor 

em TFD e testes com modelos celulares in-vitro devem ser avaliados, nos permitindo 

responder questões referentes à toxicidade e estabilidade do sistema em meio biológico. 
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7 – ANEXOS 

Mecanismos envolvidos na formação de espécies reativas de oxigênio em um 

nanohíbrido composto por nanotubos de carbono semicondutores enriquecidos 

(6,5) e porfirinas 

 

 Nanotubos de carbono (NTCs) são formados pelo enrolamento de folhas de 

grafeno no formato de tubos. O grafeno é um material bidimensional composto por 

átomos de carbono com hibridização sp2 numa estrutura hexagonal, com espessura de 

um átomo. NTCs também têm sido testados como possíveis fotossensibilizadores em 

terapia fotodinâmica [1-3]. Nanotubos de carbono de paredes simples (SWCNTs, do 

inglês single-walled carbon nanotubes) possuem bandas de absorção próximas ao 

infravermelho (650-900 nm) que permitem sua utilização em terapia fotodinâmica e 

foto-térmica [3]. Nanotubos de parede simples são compostos por uma mistura de 

nanotubos metálicos (m-SWCNT) e semicondutores (s-SWCNT). Para os NTCs metálicos, 

a densidade de estados no nível de Fermi possui um valor finito, de forma que a energia 

de excitação é rapidamente convertida em calor por meio de decaimento não radiativo 

rápido, enquanto que para NTCs semicondutores a densidade de estados no nível de 

Fermi é nula, o que permite que a energia de excitação seja usada para gerar espécies 

reativas de oxigênio [3]. Desta maneira m-SWCNT e s-SWCNT podem ser úteis para 

terapia foto-térmica e fotodinâmica, respectivamente [3]. 

 A combinação de NTCs com quiralidade definida (6,5) (semicondutores) e 

porfirinas mostrou-se um sistema híbrido eficiente na geração de oxigênio singleto 

quando iluminados com luz visível e de comprimento de onda próximo ao infravermelho 

[1]. 

 Em colaboração com a professora Dayse C. S. Martins e a aluna Camila S. Monteiro 

do Departamento de Química da UFMG, avaliamos os processo de transferência de 

energia e/ou carga envolvidos na fotossensibilização de soluções de nanotubos de 

carbono enriquecidos, chamados (6,5) E-SWCNT [4]. Neste trabalho foram utilizadas 

duas porfirinas diferentes, 5,10,15,20-tetrakis(4-trimethylammoniumphenyl)porphyrin 

[PA ou H2TTMAPP(OTs)4] (Sigma Aldrich) e 5,10,15,20-tetrakis(N-methylpyridinium-3-
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yl)porphyrin (chloride salt) [PB ou H2TM3PyP(Cl)4] sintetizada de acordo com protocolo 

estabelecido [5]. Apesar de alguns trabalhos mostrarem que SWCNT são capazes de 

gerar espécies reativas de oxigênio por si só [1-3], as porfirinas são usadas devido ao 

fato de que elas podem transferir carga para SWCNT [6]. Os mecanismos de 

transferência de energia e/ou carga para oxigênio molecular com formação de EROs são 

pouco entendidos. Entretanto, neste trabalho de colaboração, foi possível observar que 

as suspensões de NTCs enriquecidas são capazes de gerar radicais hidroxila, além de 1O2 

quando combinados à moléculas de porfirinas. A técnica de armadilhas de spin também 

foi utilizada para detecção destas espécies reativas. Os spin traps TEMP e PBN foram 

utilizados nas concentrações descritas na seção 3.2.6. A preparação das amostras foi 

feita de forma semelhante, com a substituição das nanoestruturas de ouro por NTCs 

enriquecidos (E-SWCNT). 

 Na figura 1 (a) são mostrados os espectros de absorção ótica das porfirinas PA e 

PB e dos NTCs semicondutores com quiralidade (6,5). N figura 1 (b) pode-se observar a 

estrutura das porfirinas catiônicas utilizadas, PA e PB. Os nanotubos foram enriquecidos 

por meio de processo de separação descrito de forma detalhada na literatura [4]. 

Descreveremos brevemente alguns dos resultados obtidos neste trabalho. 

 

 
 

 

R =

H2TM3PyP4+ (PB)

(b)

R =

H2TTMAPP4+(PA)
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Figura 1: Espectros de absorção ótica das porfirinas PA e PB e do E-SWCNT (a). Estrutura das porfirinas 

catiônicas H2TTMAPP4+ (PA) e H2TM3PyP4+ (PB). 

 

 As porfirinas PA e PB foram utilizadas na concentração 55 µM.  O híbrido 

formado por E-SWCNT/porfirinas e as porfirinas puras foram irradiados com 

comprimentos de onda 570 nm, 630 nm, 760 nm e 940 nm com radiâncias integradas 

16, 6, 4 e 9 mW cm-2, respectivamente. As concentrações dos adutos de spin TEMP-1O2 

são mostradas na figura 2, para os comprimentos de onda utilizados para irradiação das 

amostras. 

 

Figura 2: Concentração dos adutos de spin TEMP-1O2 após iluminação de diferentes soluções aquosas 

contendo PA ou PA/E-SWCNT em função da iluminação com (a) 570 nm, (b) 630 nm, (c) 760 nm e (d) 940 

nm. A concentração de todos os reagentes é mantida constante em todos os experimentos: TEMP (1M), PA 

e PB (55 µM). 

 

 A formação do aduto com TEMP, característico do TEMPOL, indica que o 

mecanismo dominante é o do tipo II, num mecanismo de transferência de energia 
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levando à formação de 1O2, corroborado pelas medidas de spin trapping com TEMP e 

supressores. Pode-se notar a degradação do aduto para tempos de iluminação longos. A 

concentração dos adutos gerados pode ser descrita pela equação 4.2, para os minutos 

iniciais do processo de iluminação. Nota-se que o híbrido PA/E-SWCNT é o mais 

eficiente na geração de oxigênio singleto quando irradiado com luz de 570 e 630 nm de 

comprimento de onda. As constantes de reação para iluminação com luz amarela (570 

nm) são: k (PA–NT) = 69,4 x 10-3 min-1, k (PA) = 9,3 x 10-3 min-1, k (PB) = 36,8 x 10-3 min-

1, k (PB-NT) = 59,7 x 10-3 min-1. Um mecanismo, onde há transferência de energia entre 

nanotubo e porfirina, foi confirmado, mostrando um aumento na geração de oxigênio 

singleto para o sistema híbrido formado pelas porfirinas e E-SWCNT.  

 Além da geração de 1O2, medidas com PBN (figura 3) indicaram a geração de dois 

adutos, PBN-OH•(aduto 1) e PBN• (aduto 2). O aduto 1 possui seis linhas, geradas pelo 

desdobramento de cada uma das três linhas, (interação hiperfina do elétron 

desemparelhado com o átomo de N (aN  = 1,55(5) mT) em um dubleto, resultado da 

interação com um átomo de hidrogênio β (aH = 0,31(5) mT). Nestes sistemas, também é 

possível identificar a presença de três linhas referente ao aduto PBN• (aN = 1,68 mT), 

causado provavelmente pela desprotonação da molécula do PBN. Os híbridos PA/E-

SWCNT e PB/E-SWCNT também são mais eficientes na geração de radicais hidroxila. 

Porém, estes radicais são gerados com um atraso em relação ao início da iluminação das 

amostras. Isso também ocorre nas amostras contendo POR/AuNR, sendo um indício de 

que a geração destes radicais OH• também está diretamente associada à produção inicial 

de 1O2.  
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Figura 3: Concentração dos adutos de spin PBN-OH• (aduto 1) e PBN• (aduto 2) após iluminação de 

diferentes soluções aquosas em função da iluminação com 570 nm, contendo PBN e (a) PA, (b) PB, (c) 

PA/E-SWCNT e (d) PB/E-SWCNT. A concentração de todos os reagentes é mantida constante em nos 

experimentos. 

 

 De forma semelhante à empregada com o híbrido formado por POR/ AuNR, os 

supressores NaN3 (100mM) para oxigênio singleto e D-manitol (100 mM) para radicais 

hidroxila forma utilizados. A adição de D-manitol aos sistemas contendo PBN pode ser 

vista na figura 4. Em comparação à figura 2, nota-se uma redução nas concentrações dos 

adutos de spin na presença do supressor, para as porfirinas puras. Já para o híbrido 

PA/E-SWCNT é possível ver que há um aumento no atraso da geração de adutos. Parece 

que o D-manitol é consumido inicialmente e, em seguida, os radicais são gerados 

novamente e capturados pelo spin trap. Como os híbridos são mais eficientes na geração 

de EROs em comparação às porfirinas puras, o atraso na geração dos adutos é menor 

quando D-manitol é adicionado aos sistemas. A adição de NaN3 levou a concentração dos 

adutos com PBN a zero. 
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Figura 4: Concentração dos adutos de spin PBN-OH• (aduto 1) e PBN• (aduto 2) após iluminação de 

diferentes soluções aquosas em função da iluminação com 570 nm, contendo PBN e (a) PA+D-manitol, (b) 

PB+D-manitol, (c) PA/E-SWCNT+D-manitol e (d) PB/E-SWCNT+D-manitol. A concentração de todos os 

reagentes é mantida constante em todos os experimentos. 

 

 O mecanismo proposto envolve a geração de radicais hidroxila a partir da 

geração de oxigênio singleto, uma vez que a adição de NaN3 foi capaz de suprimir os 

adutos de spin com PBN para todos os sistemas testados. Este processo é atribuído à 

transferência de carga da porfirina para a molécula de oxigênio num processo 

intermediário, antes da formação dos adutos dos radicais OH• com PBN [7]. Dois 

caminhos são propostos: 

   
  
              (A1). 

 
      

           
  
              

(A2). 
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 A concentração do aduto 2 cresce enquanto que a do aduto 1 (PBN- OH•) decresce 

(figura 4), a partir de 60 minutos, em concordância com ao mecanismo A2. Quando D-

manitol é adicionado aos sistemas, a concentração dos adutos PBN- OH• decresce. 

Porém, os híbridos são menos afetados, de forma que o mecanismo descrito em A2 é o 

caminho que leva à formação de radicais hidroxila para os híbridos, enquanto A1 

descreve o mecanismo de geração de OH• para a porfirina pura ou E-SWCNT. 

 Na ausência de porfirinas ou E-SWCNT não obtemos sinal RPE do aduto PBN-OH•, 

o que sugere que este aduto é formado a partir da reação entre fotossensibilizador e 

PBN e não por um processo fotoquímico direto. Acreditamos que oxigênio singleto atue 

como mediador na formação de radical OH•. 

 A razão pela qual o sistema híbrido é mais eficiente para a geração de radicais 

hidroxila, sobretudo o híbrido PA/E-SWCNT é devido ao fato de que a porfirina serve de 

ponte para os portadores de cargas através da camada do surfactante SDS que recobre 

os NTCs, permitindo a transferência de elétrons para o oxigênio dissolvido no meio 

aquoso e prevenção da recombinação de éxcitons nos E-SWCNT. As porfirinas 

apresentam alta condutividade eletrônica ao longo ou através do anel [8] devido a sua 

ligação de caráter conjugado (interações     ). Na ausência da porfirina o transporte 

de elétrons não é possível, pois o surfactante que recobre o E-SWCNT isola 

eletricamente o NTC da solução aquosa, devido à longa cadeia do surfactante ou, menos 

provável, forneça caminhos de recombinação não radiativa. Desta forma, a porfirina 

participa do processo de transferência de carga fotoinduzida [4]. A geração de oxigênio 

singleto pode ser explicada por um mecanismo de transferência de energia do tipo FRET 

ou transferência de carga fotoinduzida, onde os NTC, devido a sua alta densidade de 

estados acima do gap, absorvem luz mais eficientemente que as porfirinas [9]. 

Consequentemente, os NTCs podem transferir sua energia para as porfirinas, que a 

transfere para oxigênio molecular. Esta transferência é mais eficiente quando as bandas 

de absorção da porfirina se sobrepõem às bandas de emissão dos NTCs. Para a porfirina, 

as bandas de absorção ocorrem entre 400 nm e 700 nm, portanto, a formação de 

oxigênio singleto na região do infravermelho (760 nm e 940 nm) é menos eficiente. 

 Nossos resultados mostram que os híbridos são mais eficientes na geração de 

oxigênio singleto em comparação às porfirinas puras. O híbrido PA/E-SWCNT é oito 
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vezes mais eficiente que PA pura quando irradiados com luz amarela (570 nm) e seis 

vezes mais eficiente quando usa-se luz de comprimento de onda 630 nm. Dentre as 

razões para o melhor rendimento da porfirina PA podemos destacar a distância entre os 

grupos carregados periféricos e o macrociclo da porfirina. A carga líquida de PB está 

mais próxima do centro do seu anel macrocíclico em comparação à PA, o que pode 

confinar a função de onda do éxciton em PB. A configuração mais provável, devido à 

hidrofobicidade do macrociclo considerando-se a porfirina voltada para a parede do E-

SWCNT, é que a sobreposição das funções de onda do éxciton de PB e E-SWCNT seja 

menor em comparação à PA. Em relação à geração de hidroxila, concluímos que estes 

radicais são gerados a partir de oxigênio singleto. A porfirina atua como condutor entre 

os nanotubos e água, o que possibilita que o elétron atravesse a micela do surfactante. 

O mecanismo responsável pela eficiência dos sistemas é baseado na transferência 

de energia por ressonância de Förster (FRET), em que E-SWCNT transferem parte da 

energia de excitação para a porfirina que, na sequencia, é capaz de transferir energia 

para a molécula de oxigênio, excitando-a. 
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