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Resumo: As nanoparticulas de ouro apresentam
inumeras aplicagdes na medicina, como por exemplo, a
terapia fototérmica e o rastreamento de tumores
(biomarcadores). Elas também podem ser utilizadas no
transporte de drogas (drug delivery), genes e DNA.

Foi recentemente demonstrada na literatura que a
incorporagdo de nanoparticulas de ouro na estrutura do
acido & - aminolevulinco (ALA) melhora as
propriedades fotodindmicas da terapia.

Neste estudo propomos estabelecer correlagdes entre
alteracdes nas fluorescéncias da protoporfirina IX
extraidas do sangue e o crescimento da placa de ateroma.
Este estudo implica em determinar se as nanoparticulas
de ouro sintetizadas com ALA podem fornecer
informagdes adicionais e permitir prever quais pacientes
correm maiores riscos de doenca cardiaca no futuro de
forma nfo invasiva e de baixo custo.
Palavras-chave: Nanoparticulas, Fluorescéncia,
Protoporfirina IX, Aterosclerose.

Abstract: Gold nanoparticles have several applications
in medicine, such as photo-thermal therapy and tracing
tumors (biomarkers). They can also be used to transport
drugs (drug delivery), genes and DNA.

It has recently been demonstrated in the literature that
incorporation of gold nanoparticles in the structure of
ALA enhances the properties of photodynamic therapy.
In this study we propose to establish correlations
between changes in fluorescence of protoporphyrin IX
extracted from the blood and the growth of
atherosclerotic plaque. This study implies determine
whether gold nanoparticles synthesized with Ala can
provide additional information and allow predicting
which patients are at greater risk of future heart disease
noninvasively and at low cost.

Keywords: Nanoparticles, Fluorescence,
Protoporphyrin IX, Atherosclerosis.

Introducao

Nas ultimas décadas, o interesse na area das
Nanotecnologias e Nanociéncias, t€m se tornado cada
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vez maior. As nanoparticulas de ouro apresentam
inumeras aplicagdes, como a terapia fototérmica e o
rastreamento de tumores.!

Alguns métodos de sintese “verde” de nanoparticulas
vém sendo  desenvolvidos recentemente.’® Sdo
alternativas inovadoras, pois envolvem a sintese
bioldgica, sobretudo, através do uso de bactérias, fungos
e plantas.* Esses processos sdo de extrema importincia
porque reduzem ou eliminam o uso de solventes e
reagentes e também a geragdo de produtos toxicos,
nocivos a satde humana. >¢

A sintese de nanoparticulas de ouro, com a utilizagdo da
fonte de Xendnio, do acido § - aminolevulinico (ALA) e
do polietilenoglicol (PEG), faz com que elas se tornem
organicas e biocompativeis, tendo grandes aplicagdes na
area médica, ja que o ALA é empregado como pro-
farmaco, pois é percursor da protoporfirina IX (PPIX),

que pode se acumular nos tecidos em rapido
crescimento, incluindo tumores e placas
aterosclerdticas .

Peng C. e colaboradores " mostraram recentemente que
apos administracdo intravenosa de ALA, acido delta-
aminolevuilinico em coelhos submetidos a dieta
hipercaldrica, ¢ possivel se detectar fluorescéncia da
protoporfirina I1X, a PPIX, na placa de ateroma. A
intensidade de fluorescéncia de PPIX atingiu 0 maximo
2 h apos a injecdo de ALA e apresentou intensidade 12
vezes maior do que a do segmento de vaso normal
adjacente, e se obteve uma correlagfio positiva com o
teor de macrofagos. 7 Subsequentemente, foi realizada a
terapia fotodinamica (635 nm a 50 J/cm2) nas placas
aterosclerdticas. Em um trabalho recente verificamos
que a PPIX extraida do sangue aumenta com o aumento
da placa de ateroma, indicando a possibilidade de
utilizagio da PPIX como um biossensor. # Observou-se
que aplicagdo concomitante de ALA, um precursor da
PPIX, e nanoparticulas de ouro exerce um efeito
cooperativo elevando a formagéo de espécies reativas de
oxigénio aumentando a potencialidade como agente
fotossensibilizador.® Assim, nesse trabalho a
autofluorescéncia de protoporfirina (PPIX), extraida do
sangue de coelhos submetidos a uma dieta
hipercolesterolémica foi analisada, sem e com a
administragfio oral de ALA e ALA:Au. Desta forma este
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trabalho apresenta os resultados do estudo da
potencialidade do uso do ALA:Au como agente
terandstico de aterosclerose.

Materiais e métodos

Reagentes e equipamentos

Para a sintese das nanoparticulas de ouro, utilizou-se o
tetracloroaurato de hidrogénio (HAuCls) da Sigma-
Aldrich, agua bideionizada, acido 6 - aminolevulinico
(ALA) da Sigma-Aldrich, e polietilenoglicol (PEG).

Os materiais/equipamentos foram: pipetas e ponteiras,
tubo tipo Eppendorf, béqueres e frascos de plastico e de
vidro. Além de vortex Biomixer QL-901 para
homogeneizar as amostras, uma balanga Shimadzu
AVW 220 D e uma lampada de xendnio Cermax de 400
Watts.

Sintese das nanoparticulas de ouro

Para o preparo das nanoparticulas, foram adicionados os
reagentes acima citados, seguido de adicdo de 4agua
bideionizada. A solugdo foi entdo agitada no vortex por
5 minutos e exposta a luz branca (lampada de Xenonio.)
As concentrag¢des dos reagentes, o tempo de iluminagéo
e o pH foram estudados, até que se obteve o melhor
valor para as concentragdes que foi de 45,22 mg de Ala,
15,62 mg de Au e volume final de 100 ml de solugdo. O
melhor tempo de iluminagdo também foi obtido, a partir
da analise dos dados de absorgdo Optica das
nanoparticulas.

As primeiras nanoparticulas, foram feitas sem a adigfo
de PEG, depois constatou-se que, com a adigdo de PEG,
as nanoparticulas adquiriam melhor estabilidade, e
assim foram utilizadas 1 mg de PEG para cada | ml de
solugdo.

Caracterizagdo

As amostras foram analisadas no espectrofotometro
Varian Cary 17D. Para as analises utilizou-se cubetas de
quartzo com caminho dptico de 10 mm. O volume de
amostra utilizado foi de aproximadamente 1 ml.
Também foi analisada uma amostra de ALA em agua
bideionizada.

Microscopia eletronica de transmissdo

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

Resultados Obtidos

Apobs homogeneizar a solugdo ALA:Au, obtém-se uma
solu¢do amarelada, que nfo sofre nenhum tipo de
espalhamento de luz e também nfo absorve luz alguma
no comprimento de onda de 300 a 800 nm. Entretanto,
ao iluminar essa solugdo com luz de Xe, observa-se a
mudanga da cor da solugfo, passando do amarelado
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/incolor para o violeta - de diferentes tons -, dependendo
do tempo empregado de iluminagdo com Xe, conforme
mostra a figura 1. Essa mudanga de cor é resultado da
redugdio do ouro, que passou da forma idbnica (Au*")
para a forma reduzida (Au®) e que, por ser um sélido
pequeno, ficou em suspensio.

"
Figura 1: 1 — Solugéo sem iluminar; 2 — Solugéo
iluminada com 6 minutos.

Analisou-se os valores de absorbancia da nanoparticulas
com PEG, quando o pH foi alterado, sem alterar o pH,
ambas com ilunimagdo de 2 minutos, e por fim sem
iluminagdo com a ldmpada de Xe. Para tanto, fez-se a
espectroscopia Uv-Vis do ALA sozinho, para saber se
apareceria alguma banda. Esses resultados sfo
apresentados na figura 2. Pode-se notar que a alteragéo
do pH favoreceu a formagéo das nanoparticulas de ouro.

O estudo da alteragdo do pH das nanoparticulas &
fundamental, pois como se deseja utiliza-las, em estudos
animais, o pH se faz importante, ja que depois da sintese,
estas apresentam um pH muito acido.
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Figura 2: Nanoparticulas com PEG e mudanca de pH.

Foram feitas as microscopias eletronicas de transmissdo
para as amostras das solugdes. O resultado das amostras
de nanoparticulas com PEG e alteragdo de pH, estdo na
figura 3. Escolheu-se o tempo de iluminagdo 2 minutos
e pH de 7.2. Observou-se a formagdo de particulas
esféricas de tamanhos entre 10 ¢ 20 nm.
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Figura3: Microscopia eletronica no MET da solugéo de
particulas de ouro, a) ALA:Au; b) ALA:Au com pH
ajustado em 7,0 ¢c) ALA:Au com PEG com pH ajustado
em 7,2.

Estudo animal

Foram utilizados 10 animais, sendo todos coelhos
brancos e machos da Nova Zelandia da espécie
Oryctolagus Cuniculus, adultos pesando cerca de (2,5 +
0,5) kg e idade de (3,5 £4) meses.

Os coelhos foram divididos em 3 grupos:

. Grupo Controle (GC): 2 coelhos

. Grupo ALA sem dieta: 2 coelhos

. Grupo ALA com dieta: 3 coelhos

. Grupo ALA:Au com dieta: 3 coelhos

O projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa
animal da Unifesp CEP N° 1147091113.

Os animais ficaram em aclimatacdo durante duas
semanas para ambienta¢do nas gaiolas com temperatura
média entre 18 ° C a 21° C no Biotério do IPEN. Depois
os grupos foram divididos e foi feita a indugdo da ragdo
hipercolesterolémica a 1% preparada utilizando 200
gramas de colesterol (Sigma-Aldrich a 95%®)
dissolvidos em 800 mililitros de cloroféormio e
distribuidos em 20 quilogramas de ragdo comercial
Nuvital® para coelhos. Apenas os grupos ALA com
dieta ¢ ALA:Au com dieta receberam esta rag¢do. Os
demais coelhos receberam ra¢do molhada com
cloroférmio.

Todos os grupos receberam a mesma quantidade de
racdo sendo aproximadamente de 150 a 250 gramas de
racdo consumida por dia por cada coelho durante 60
dias.

Preparagdo e administragdo oral da solug¢do de ALA e
ALA:Au

Foram utilizados 60 mg/kg de ALA, que foi diluida em
solucdio fisiologica, e o pH foi alterado para 6.8 com
adigdo de NaOH.

A solugdio de ALA:Au, utilizada, foi a descrita acima.
Os animais receberam 3 doses: no primeiro dia de dieta,
no 34° dia e no 60° dia. Os coelhos receberam as doses
via oral, com ajuda de uma seringa.

A coleta de sangue foi realizada no 60° dia,
aproximadamente 3 horas depois de ser aplicado ALA e
ALA:Au. Os dados obtidos estdo representados na
figura 4.
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Figura 4: A area do espectro de emissdo (575-725 nm)
da PPIX extraida do sangue é mostrada no grafico. A
unidade de medida utilizada, foi a unidade arbitraria.

Discussao

Os resultados apresentados mostram que a sintese verde
de nanoparticulas com ALA, foi melhorada com a
adigdo de PEG em pH neutro (pH 7.2).

Os resultados das analises do sangue, mostram que
houve um aumento na emissdo da protoporfirina IX, nos
grupos que receberam a dieta hipercolesterolémica, e
ainda, um aumento maior no Grupo ALA e ALA:Au.

Conclusao

A sintese verde de nanoparticulas de ouro utilizando o
acido aminolevulinico (ALA), e a luz, foi possivel.

Para tanto, foi necessario o estudo das concentragdes de
Ala e Au, até que se obteve o melhor valor para as
concentragdes que foram: 45,22 mg de ALA, 15,62 mg
de Au e volume final de 100 ml de solug¢do. O melhor
tempo de iluminagdo também foi obtido, a partir da
analise dos dados de absor¢do dptica das nanoparticulas.
Pode-se observar, na figura de microscopia eletronica,
que em pH neutro, em torno de 7.2, as nanoparticulas
encontram-se dispersas. O PEG funcionou como agente
capeante, pois envolveu as nanoparticulas evitando que
estas se aglomerassem, dando mais estabilidade e
tornando-as organicamentes soltiveis e biocompativeis.

ALA s/ dieta
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Em realagdo aos dados de sangue, pode se observar um
aumento na emissdo da PPIX, nos grupos ALA ¢/ dieta e
ALA:Au c/ dieta, ou seja, embora, parte do ALA tenha
sido usado na reagdo com o tetracloroaurato de
hidrogénio (HAuCly), na formagéo das nanoparticulas,
houve ainda um restante, que participou na formagdo da
PPIX, e assim os resultados mostraram um método que
pode ser usado para detectar crescimento de placas de
ateroma, e futuramente a utilizagdo dessas nanoparticulas
para terapia fotodinamica.
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