Universidade Federal de Juiz De Fora
Instituto de Ciéncias Exatas

Programa de Pos-Graduaciao em Quimica

Pedro Victor Almeida Pessanha

ESTUDO DAS INTERACOES DO FARMACO ANTINEOPLASICO
DOXORRUBICINA COM NANOPARTICULAS DE OURO POR
TECNICAS ESPECTROSCOPICAS

Orientador: Prof. Dr. Antdnio Carlos Sant’ Ana

Juiz de Fora

2025



Pedro Victor Almeida Pessanha

ESTUDO DAS INTERACOES DO FARMACO ANTINEOPLASICO
DOXORRUBICINA COM NANOPARTICULAS DE OURO POR
TECNICAS ESPECTROSCOPICAS

Tese apresentada ao departamento de Quimica da
Universidade Federal de Juiz de Fora como parte dos
requisitos necessarios para a obtencdo do titulo de

doutor em Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Antonio Carlos Sant’Ana

Juiz de Fora

2025



Ficha catalografica elaborada através do programa de geragao
automatica da Biblioteca Universitaria da UFJF,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Pessanha, Pedro Victor Almeida.

Estudo das interagdes do farmaco antineoplasico doxorrubicina
com nanoparticulas de ouro por técnicas espectroscépicas / Pedro
Victor Almeida Pessanha. -- 2025.

148 1. : il.

Orientador: Anténio Carlos Sant'ana
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Juiz de Fora, Instituto
de Ciéncias Exatas. Programa de Pés-Graduagédo em Quimica, 2025.

1. SERS. 2. nanoparticulas. 3. ouro. 4. espectroscopia. 5. DFT. I.
Sant'ana, Anténio Carlos, orient. Il. Titulo.




Pedro Victor Almeida Pessanha

"Estudo das interacdes do farmaco antineoplasico dixorrubicina com nanoparticulas de
ouro por técnicas espectroscopicas”

Tese apresentada ao
Programa de Pos-
Graduacdo em
Quimica

da Universidade
Federal de Juiz de
Fora como requisito
parcial a obtencao do
titulo de Doutor em
Quimica. Area de
concentracdo: Quimica.

Aprovada em 13 de agosto de 2025.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Antonio Carlos Sant’Ana - Orientador

Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof. Dr. Jean Cldudio Santos Costa

Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Romulo Augusto Ando

Universidade de Sdo Paulo

Prof. Dr. Alexandre Cuin

Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof. Dr. Mauricio Antonio Pereira da Silva

Universidade Federal de Juiz de Fora



Juiz de Fora, 31/07/2025.

e
seil
| JCHs
| assinatura
eletronica

¢

il
-
Sel
| assinatur:
aletrénica

:

&

oy

&

Documento assinado eletronicamente por Rémulo Augusto Ando, Usudrio Externo,
em 13/08/2025, as 17:38, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no § 3°
do art. 4° do Decreto n° 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Antonio Carlos Sant Ana, Professor(a),
em 13/08/2025, as 17:38, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no § 3°
do art. 4 do Decreto n° 10.543, de 13 de novembro de 2020.

' seil

assinatura
eletrdnica

seil

assinatu
eletronica

il
| Sl
assinatura
eletrénica

=y

&

&

;=

Documento assinado eletronicamente por Mauricio Antonio Pereira da Silva,
Professor(a), em 13/08/2025, as 17:39, conforme horario oficial de Brasilia, com
fundamento no § 3°do art. 4° do Decreto n° 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Alexandre Cuin, Professor(a), em
13/08/2025, as 17:39, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no § 3°do
art. 4° do Decreto n° 10.543, de 13 de novembro de 2020.

) Documento assinado eletronicamente por JEAN CLAUDIO SANTOS COSTA, Usuario

Externo, em 13/08/2025, as 17:39, conforme horario oficial de Brasilia, com
fundamento no § 3°do art. 4° do Decreto n° 10.543, de 13 de novembro de 2020.

A autenticidade deste documento pode ser conferida no Portal do SEI-Ufjf

= (www2.ufjf.br/SEl) através do icone Conferéncia de Documentos, informando o
- codigo verificador 2525409 e o codigo CRC 45529AE3.



Dedico essa tese a meus pais, que me deram a vida; a
meu filho, que me deu novamente a vida; aos meus
irmaos, que possuem bragos muito fortes; a minha
companheira, pela diivida sempre desafiadora; e ao meu

orientador, pelo ponto de referéncia no centro da entropia.



Trazemos conosco, como um tesouro irrecusavel, um monte de crengas
e de certezas indignas. Mesmo quem consegue desembaragar-se delas e
vencé-las, permanece — no deserto de sua lucidez — ainda fanatico: de
si mesmo, de sua propria existéncia; humilhou todas as suas obsessdes,
salvo o terreno em que afloram; perdeu todos os seus pontos fixos, salvo
a fixidez da qual provém. A vida tem dogmas mais imutaveis que a
teologia, pois cada existéncia estd ancorada em infalibilidades que
fazem empalidecer as elucubragdes da deméncia ou da fé. O cético
mesmo, apaixonado por suas duavidas, mostra-se fandtico pelo
ceticismo. O homem ¢ o ser dogmatico por exceléncia; e seus dogmas
sdo tanto mais profundos quando ndo os formula, quando os ignora e os
segue. (Cioran, 2014, p. 101).



AGRADECIMENTOS

Agradego a todas as pessoas que surgiram como resultado das agdes que tomei ao
longo da vida. Esse trabalho surge como um produto do entremeio do fio do destino de todas
elas ao fio do meu proprio destino. Continuam todos a viver em mim, € permanecerao comigo
nas assintotas do tempo, pois ¢ por meio de tudo isso que o passado e o futuro ganham sentido

e projecao.
Aos meus pais, irmaos, avos, tios e primos. Aos amigos, os grandes e 0s pequenos.

Ao meu filho querido, Jodo, minha bussola de vida, nem tanto pelas responsabilidades

quanto pelos reencontros com o ser-auténtico.

Ao professor Antonio Carlos Sant’Ana, meu querido orientador, guru, as vezes

psicologo e, sobretudo, amigo.

Ao LabNano, ao NEEM, ao Departamento de Quimica, ao ICE. A Faculdade de Letras

e ao ICH. A todos os professores de todos estes lugares.

Aos amigos da Fundacdo CAEd e da Viagdo Conecta, de quem sem meu abuso da

compreensao e da tolerancia nada teria sido possivel.
Acontece que as palavras simplesmente nao bastam.

A UFJF, FAPEMIG, CNPq e CAPES, pelo apoio financeiro.



RESUMO

A espectroscopia Raman associada as técnicas de intensificacao de sinal constitui um
leque de poderosas técnicas para a caracterizacdo de substratos utilizdveis como sistemas de
carreamento de fAirmacos em sistemas biologicos. Juntamente com a possibilidade de construir
sistemas de carreamento mais eficientes emerge também a chance de minimizar muitos efeitos
adversos que as drogas utilizadas no tratamento de doencas como o cancer podem trazer aos
pacientes. A doxorrubicina ¢ um agente antineoplasico e antibiotico amplamente utilizado em
tratamentos de cancer em todo o mundo. Porém, os altos custos associados ao tratamento —
em termos de saide e finangas — sdo ainda concentrados pela absor¢ao da droga, que
facilmente permeia por todo o corpo humano, causando danos que podem levar o paciente a
morte. Assim, garantir a eficiéncia da entrega controlada do fArmaco significa também reduzir
os danos a tecidos nao neoplasicos. Tudo isso passa pela construcao de dispositivos de entrega
mais eficientes, como os dispositivos baseados em nanoestruturas metalicas, de modo que
conhecer a interacao do farmaco com a superficie da nanoestrutura ¢ crucial. Neste trabalho,
sintetizou-se nanoestruturas de ouro através do método da redug¢do quimica com boroidreto e
testou-se a eficiéncia SERS do coloide através das técnicas de espectroscopia de absor¢ao na
regido UV-VIS-NIR e espectroscopia Raman nas linhas 632,8, 785 e 1064 nm. Para estudar o
sistema com o farmaco, langou-se mao do uso de conhecidos modificadores de superficie, como
cloreto de potassio, mercaptoetanol e acido cloridrico. As analises de espectroscopia permitiram
inferir que a doxorrubicina adsorve em um plano perpendicular ao plano da superficie
nanoestruturada na presenca do mercaptoetanol, que age como espagador e induz interagdes do
tipo dipolo-dipolo e ligagcdes de hidrogénio; e em um plano diagonal ao plano da superficie
quando os modificadores KCI e HCI, que formam interag¢des do tipo ion-ion e ion dipolo, foram
utilizados. Em paralelo, estruturas computacionais foram geradas e otimizadas para
caracterizar, usando essa poderosa ferramenta de atribuicdo, tanto a adsor¢cao em modelo de
cluster quanto os dados espectroscopicos obtidos experimentalmente. Esses resultados indicam
que a adsor¢ao pode ocorrer em diferentes regimes e fornecem indicios de que o tipo de forga
de interagdo pode ser controlado, algo que ¢ fundamental para a construgdo de dispositivos de

entrega controlada de farmacos.

Palavras-chave: espectroscopia; sistemas bioldgicos; farmacos; nanoparticulas.



ABSTRACT

Raman spectroscopy combined with signal-enhancement techniques constitutes a set
of powerful tools for the characterization of substrates intended for use as drug delivery systems
in biological environments. Along with the possibility of developing more efficient delivery
platforms, there also emerges the opportunity to minimize many of the adverse effects
associated with drugs employed in the treatment of diseases such as cancer. Doxorubicin is a
widely used antineoplastic and antibiotic agent in cancer therapies worldwide. However, the
high costs of treatment — in terms of health and finances — are compounded by the drug’s
systemic absorption, as it readily permeates throughout the human body, causing damage that
may even lead to patient death. Thus, ensuring the efficiency of controlled drug delivery also
entails reducing the impact on non-neoplastic tissues. This challenge requires the design of
more effective delivery devices, such as those based on metallic nanostructures, making it
crucial to understand the interaction between the drug and the nanostructured surface. In this
study, gold nanostructures were synthesized via the chemical reduction method using
borohydride, and the SERS efficiency of the resulting colloids were evaluated through
absorption spectroscopy in the UV-VIS-NIR region, Raman and SERS spectroscopy at 632.8,
785, and 1064 nm excitation lines. To investigate the drug—nanostructure system, well-known
surface modifiers such as potassium chloride, mercaptoethanol, and hydrochloric acid were
employed. Spectroscopic analyses indicated that doxorubicin adsorbs in a plane perpendicular
to the nanostructured surface in the presence of mercaptoethanol, which acts as a spacer and
induces dipole—dipole interactions and hydrogen bonding. In contrast, adsorption occurs in a
diagonal orientation relative to the surface plane when KCl and HCl are used, as these modifiers
promote ion—ion and ion—dipole interactions. In parallel, computational structures were
generated and optimized to characterize, by means of this powerful assignment tool, both
cluster-model adsorption and the experimental spectroscopic data. These findings indicate that
adsorption may occur under different regimes and provide evidence that the type of interaction

force can be tuned, a key aspect for the design of controlled drug delivery devices.

Keywords: spectroscopy; biological systems; pharmaceuticals; nanoparticles.
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1 INTRODUCAO

A Organizacao Mundial da Satde (OMS) define como cancer o conjunto de doengas,
de origem multifatorial, caracterizado pelo crescimento celular desordenado, capaz de afetar
diversos tecidos do corpo e que foi responsavel pela morte de 8.8 milhdes de pessoas ao redor
do mundo no ano de 2015 (Miller et al., 2016). Embora certos tipos de cancer apresentem uma
alta taxa de sobrevivéncia quando a doenca ¢ diagnosticada precocemente, o tratamento
geralmente requer cirurgias e terapias em que a relacdo dos efeitos agonistas e antagonistas €
grande (Bray et al., 2018).

Dentre as estratégias mais utilizadas para aumentar a eficiéncia dos tratamentos e
reduzir as reagdes adversas, encontra-se o uso de nanoestruturas — metalicas, organicas ou
conjugadas — para a realizacdo da entrega controlada de farmacos diretamente na regido
tumoral, através da associagdo de agentes, como anticorpos ou fragmentos de DNA, visando o
reconhecimento de receptores especificos na parece celular, ou de forma passiva, na qual a
entrega ¢ atribuida a angiogénese tumoral (Johnstone; Suntharalingam; Lippard, 2016; Wilhelm
etal.,2016).

A angiogénese tumoral ¢ a capacidade aumentada de abertura de novos vasos
sanguineos na regido do tumor, o que resulta em um efeito vascular da permeabilidade e
retengdo aumentada. A real contribuicdo deste efeito, porém, € controversa; embora as regioes
tumorais possuam um fator de crescimento epitelial elevado, a desordem intrinseca do
crescimento celular produz tecidos extremamente desorganizados, ocasionando em
contrapartida o rapido fechamento de vasos sanguineos e linfaticos. A elevada velocidade de
formagdo e fechamento de vasos, de menor didmetro € maior pressao, também desfavorece a
entrega seletiva de drogas realizada com particulas maiores (Nichols; Bae, 2014).

A possibilidade de usar nanoparticulas de ouro ou prata no transporte de fAirmacos e a
associacdo dessas nanoestruturas com a espectroscopia Raman intensificada por superficie
(SERS) levou essa técnica a ser largamente explorada na caracterizagao de sistemas biologicos
com variados interesses, de imageamento e diagnostico a tratamento. Nanoestruturas de metais
de cunhagem exibem transi¢des ressonantes de plasmon de superficie localizado quando
excitadas por radiag¢do eletromagnética na regido do visivel e infravermelho proximo e (Kelly
et al., 2003), dependendo da radiacdo incidente, podem ainda provocar aquecimento,
possibilitando o uso de terapia fotodinamica. A técnica SERS fornece informagdes sobre as

espécies adsorvidas via quimissor¢ao direta na superficie das nanoestruturas ou através da
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interagdo com modificadores de superficies (Kairdolf; Qian; Nie, 2017; Wang et al., 2011).
Contudo, a aplicagdo de sistemas de nanoestruturas na entrega controlada de farmacos depende
da atribuigdo precisa das interagdes que ocorrem no sistema em nanoescala para que haja o
entendimento de diversos mecanismos envolvidos no processo, como o mecanismo de
reconhecimento de tecidos, de entrada celular, o caminho intracelular percorrido, € a ocorréncia

de efeitos adversos.

1.1 CANCER

Cancer ¢ a denominagdao comum de um conjunto de doencas causadas por alteragdes
genéticas e caracterizadas pelo crescimento desordenado de células, que superam os limites
normais de divisdo celular caracteristicos das células sadias. Assim, esse conjunto de doencas
provoca geralmente a formagdo de tumores que afetam as fun¢des organicas e homeostaticas
mais basicas, geralmente causando sintomas indesejaveis e até a morte (Einolghasi ef al., 2025;
Santos ef al., 2023). O cancer ¢ encarado como um desafio de satide publica em todo o mundo.
Globalmente, em 2020, o cancer causou quase 10 milhdes de mortes e € esperado que se torne,
ainda neste século, a principal causa de morte e o maior obstaculo para a elevagao da expectativa
de vida em todos os paises (Bray et al., 2018). A expectativa ¢ que ele se torne a principal causa
de morte, superando até mesmo outras causas relacionadas a doengas nao transmissiveis, como
doengas cardiacas, fome e guerra em varios paises.

Muitos tipos diferentes de cancer, que apresentam caracteristicas proprias e afetam os
diferentes tecidos do corpo, podem ser observados. As células cancerosas surgem como
resultado de mutacdes genéticas ou epigenéticas, que podem surgir como resultado de processos
de selecdo natural ou como resposta a fatores estressores externos e ambientais, como a
exposicao a poluicdo, a dietas pobres em nutrientes ou ricas em compostos quimicos, habitos e
doencas, podendo afetar praticamente qualquer tecido do corpo. Muitos deles formam tumores
solidos, que sdo massas anormais de tecido, como o cancer de mama ou de prostata. Outros,
como as leucemias, que afetam o sangue ou a medula 6ssea, sdo capazes de formar nddulos
macios e podem ser caracterizados pela auséncia de um ntcleo solido (Dohner; Weisdorf;
Bloomfield, 2015; Siegel ef al., 2023). A tabela 1 apresenta os indicadores de mortalidade para
0 ano-base de 2021.



Tabela 1 — Indicadores de mortalidade por causa para o ano-base de 2021
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Ano de
Indicador
2021

Obitos totais 1.832.649
Algumas doencas infecciosas e parasitarias™ 486.667
Doengas do aparelho circulatério 382.507
Neoplasias (tumores) 235.805
Causas externas de morbidade e de mortalidade 149.322
Doengas do aparelho respiratorio 142.468
Doengas enddcrinas, nutricionais ¢ metabolicas 96.818
Sintomas, sinais e achados anormais de exames clinicos e de laboratorio,
ndo classificados em outra parte P13
Doengas do aparelho digestivo 72.317
Doengas do aparelho geniturinario 50.858
Doengas do sistema nervoso 49.527
Algumas afecgdes causadas no periodo perinatal 18.602
Transtornos mentais e comportamentais 18.409
Malformagdes congénitas, deformidades e anomalias cromossdmicas 9.992
Doengas de pele e tecido subcutaneo 8.169
Doengas do sangue e dos 6rgaos hematopoiéticos e alguns transtornos 7206
imunitarios
Doengas do sistema osteomuscular e do tecido conjuntivo 6.170
Gravidez, parto e puerpério 3.408
Doengas do ouvido e apdfise mastoide 156

*Altas taxas de mortalidade relativas as sindromes causadas pela pandemia de Sars-COV2 de

2019.
Fonte: DATASUS (2021).

No Brasil, para o triénio de 2023 a 2025, sdo esperados 704 mil novos casos de

cancer no total, conforme apresentado na figura 1 (a). A estimativa ¢ de 483 mil novos casos

de cancer, excluindo-se o cancer de pele ndo melanoma. O cancer de mama feminino e o de

prostata sdo os mais comuns € que apresentam a maior taxa de mortalidade estratificada. E
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esperado que o cancer de mama feminino apresente 73 mil novos casos e o de prostata, 71 mil
novos casos nesse periodo, conforme a figura 1 (b). Esses dois tipos de neoplasias juntos
representam uma parte expressiva dos casos esperados. Além desses tumores solidos que
afetam orgdos especificos, a leucemia também ¢ um céncer importante, com estimativa do

surgimento de 7,9 mil novos casos no Brasil para esse triénio.

Figura 1 — Mortalidade causada por neoplasias no quinquénio de 2020-2024 (a), e mortalidade
por tipo de neoplasia no ano-base de 2021 (b)
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O perfil do cancer no Brasil reflete uma mistura de padrdes de paises desenvolvidos e
em desenvolvimento, como uma evidéncia da diversidade étnica e cultural do pais. As
informacdes sobre a estimativa de casos no Brasil para 2023-2025 vém dos Registros de Cancer
de Base Populacional ¢ do Sistema de Informagdo sobre Mortalidade, que utiliza uma
metodologia similar a do Observatério Global do Cancer (Global Cancer Observatory —
GLOBOCAN). E importante notar que as fontes fornecem estimativas de incidéncia para o
Brasil em 2023-2025, mas nao detalham o numero de mortes esperadas por tipo de cancer para
este mesmo periodo no pais (Santos et al., 2023). No entanto, os dados de mortalidade por fardo
geral de doengas podem ser encontrados para o quinquénio de 2020 a 2024 no Sistema de
Informacao de Mortalidade (SIM), mantido pelo governo brasileiro.

A carga global do cancer ¢ influenciada por uma variedade de fatores de risco
modificaveis e nao modificadveis, o que ressalta a importancia de estratégias de controle e
prevencao adaptadas as especificidades regionais. Entre os principais fatores de risco estdo o
tabagismo (incluindo fumo e tabaco de mascar), o consumo de alcool, dietas inadequadas
(baixas em frutas e vegetais, e com alto consumo de carnes processadas), alta massa corporal
(obesidade) e inatividade fisica. Infec¢des como HPV (cancer cervical), Helicobacter pylori
(cancer de estomago) e hepatites (cancer de figado) também s3o contribuintes significativos,
especialmente em regides menos desenvolvidas (Bray ef al., 2018; Murray, 2020). A prevengao
e o tratamento do cancer envolvem diversas abordagens: as terapias convencionais incluem
cirurgia, radioterapia e quimioterapia, frequentemente utilizadas em combinac¢do. Avangos
recentes trouxeram novas opgoes, como as terapias-alvo, que inibem o crescimento de células
cancerosas especificas com menores danos as células saudéveis, e a imunoterapia, que utiliza o
sistema imunolédgico do paciente para combater o cancer. Outras abordagens incluem a terapia
hormonal para canceres sensiveis a hormonios, a terapia com células-tronco, a abla¢dao (como
a ablagdo por radiofrequéncia), a terapia génica e os tratamentos focados em caracteristicas
moleculares, como as mutacdes em genes de reparo de DNA (DDR) com inibidores de PARP
(Debela et al., 2021; Waks; Winer, 2019). Além disso, sistemas avancados de entrega de
medicamentos, como nanoformulagdes (lipossomas e nanoparticulas), estdo sendo
desenvolvidos para melhorar a especificidade, a eficacia e reduzir a toxicidade sistémica dos
quimioterdpicos, como a doxorrubicina. A otimizacdo dessas terapias, muitas vezes
personalizadas com base em fatores tumorais do paciente, ¢ crucial para melhorar os resultados

e a qualidade de vida (Bisht et al., 2024; Einolghasi ef al., 2025; Imantay ef al., 2025).



27

1.2 DOXORRUBICINA

A Doxorrubicina (DOX), também conhecida como Adriamicina, ¢ um dos farmacos
quimioterapicos mais potentes ¢ amplamente utilizados no tratamento de uma vasta gama de
canceres. E também um antibidtico antraciclico descoberto na década de 1950, isolado de uma

cepa especifica da bactéria Streptomyces peucetius var. caesius (Farhoudi et al., 2024).

1.2.1 Propriedades e Caracteristicas Quimicas e Farmacologicas

A estrutura molecular da DOX ¢ composta por uma parte plana, o grupo antraquinona,
de trés anéis aromaticos de seis carbonos condensados a um quarto anel 1abil, ligados a um
aminoacgucar do tipo hexose, a daunosamina, localizado fora do plano da antraquinona. O
cloridrato de DOX possui 70 4tomos, resultando em 204 graus de liberdade de modos
vibracionais (3n — 6), e possui o grupo pontual Ci. A antraquinona apresenta caracteristicas
altamente lipofilicas, enquanto a por¢do do agtcar ¢ hidrofilica (Olszowka et al., 2016). A
DOX, portanto, ¢ um farmaco anfotérico e biocompativel, capaz de se translocar para diversos
compartimentos subcelulares, onde interrompe a integridade do acido desoxirribonucleico
(DNA) intracelular, proteinas e moléculas lipidicas. Para aumentar sua solubilidade aquosa, o
grupo amino do agtcar geralmente ¢ protonado, formando o cloridrato de doxorrubicina
(DOX-HCI), que ¢ a forma geralmente comercializada em p6 para preparo da suspensdo. Além
disso, a presenca dos varios grupos funcionais, como anéis conjugados, grupos funcionais
acidos e basicos no aminoagucar, ligagdes quindnicas e uma cadeia lateral 1abil tornam-na tanto
anfifilica quanto anfotérica (Luu ef al., 2018; Nguyen et al., 2021). A figura 2 mostra a estrutura
molecular do DOX e, neste esquema, os trés anéis que compdem a por¢do antraquindnica
(Anéis I, II e IIT), o anel 14abil (Anel IV), a por¢ao acucar (SM), a porcao antraquindnica (AP) e
a cadeia lateral (SC) foram representadas para aprofundar a descri¢do correta dos modos de

vibragao.
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Figura 2 - Estrutura molecular da DOX, indicando a por¢do antraquinona (AP), os anéis I, 11,

IIT e IV, cadeia lateral (SC) e a por¢ao acucar (SM)

NH,.HCI |
OH — Por¢ado agucar (SM)
CHs
OCHs3
)
Cadeia lateral (SC) Porg¢do antraquindnica(AP)

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

O mecanismo de acdo antitumoral da doxorrubicina é multifacetado e envolve

diversas vias intracelulares:

* Intercalacdo no DNA: O principal mecanismo de a¢do da DOX envolve a sua
intercalagdo entre os pares de bases do DNA. Essa intercalagdo afeta o funcionamento normal
da molécula de DNA, prejudicando sua estrutura e suprimindo a replica¢do celular. Uma tnica
molécula de doxorrubicina pode causar um relaxamento da dupla hélice do DNA em

aproximadamente -27° (Yan et al., 1997).

* Inibi¢do da Topoisomerase II: A DOX suprime a funcdo da topoisomerase II,
uma enzima que impede quebras no DNA nuclear de fita dupla. Ao se ligar a topoisomerase-II

B (TOP2B), a doxorrubicina inibe a capacidade da enzima de religar as fitas de DNA, causando
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um expressivo aumento do niumero de quebras no DNA e aumentando a apoptose celular

(Ibrahim Fouad; Rizk, 2024).

* Geragao de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS): A DOX aumenta a geragao
de ROS, mediando danos a lipidios, proteinas e DNA. No citoplasma, a doxorrubicina atua
como um aceptor de elétrons e é convertida em uma forma semi-quinona instavel por enzimas
oxidorredutases, como NADH desidrogenase, 6xido nitrico sintase e xantina oxidase. Essa
semi-quinona instavel ¢ reconvertida em doxorrubicina com a liberagao de ROS, o que resulta
em peroxidagdo lipidica, estresse oxidativo, dano a membrana, dano ao DNA e apoptose

(Sritharan; Sivalingam, 2021).

* Complexacdo com Ferro: A DOX ¢ um quelante de ferro, € o complexo
doxorrubicina-ferro catalisa a conversdo de H>O2 e Oz intracelulares em radicais hidroxila
reativos (OH") através do ciclo do ferro entre Fe*? e Fe** ou complexos ferro-peroxo que causam
danos ao DNA, aos lipidios ¢ as proteinas. Essas intera¢des estimulam o ciclo redox excessivo

e perturbam a fungdo mitocondrial (Minotti, G., 2004).

* Danos ao DNA e Inducdo de Apoptose: A inducdo de dano ao DNA ¢ a
promogao do dano oxidativo podem causar apoptose pela DOX. As células moribundas tratadas
com DOX sofrem modificagdes celulares que permitem a ativagao de células dendriticas

vizinhas e a apresentagdo aprimorada de antigenos tumorais (Minotti, Giorgio ef al., 1998).

* Outros Alvos Intracelulares: A DOX também interfere na regulacdo da
homeostase de Ca™ mitocondrial e celular, do ferro, e na superproducdo de ceramida. No
citoplasma, a DOX liga-se a proteassomas 26S com alta afinidade, e os sinais de translocagao
nuclear na subunidade 20S do proteassoma permitem a entrada da antraciclina no nucleo através
dos poros nucleares. A DOX se liga a cardiolipina, um fosfolipidio da membrana mitocondrial
interna, e inibe os complexos I e II da cadeia de transporte de elétrons (ETC), levando a geragao
de ROS. Também induz a sintese de ceramida, capaz de ativar o fator de transcricio CREBLI1,

induzindo a expressao de genes pro-apoptodticos (Linders et al., 2024).

A DOX atua em diferentes fases do ciclo celular: as células nas fases M e S sdo as

mais sensiveis (inibi¢do da sintese de DNA), seguidas pela fase G2 (pode afetar a sintese de
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proteinas ou a configurag@o estrutural), e em menor extensdo pela fase G1 (talvez devido a

inibi¢do da sintese de RNA) (Ibrahim Fouad; Rizk, 2024; Sritharan; Sivalingam, 2021).

1.2.2 Utilizacao

Desde a sua aprovacao pela FDA em 1974, a DOX ¢ amplamente utilizada, sozinha
ou em combinag¢do com outros fArmacos quimioterapicos, como terapia de primeira linha para
uma infinidade de tumores sélidos e metastaticos. E um componente essencial no tratamento
de canceres de mama, pulmao, ovario, tireoide, gastrico, sarcomas de tecidos moles, linfomas
agressivos, neuroblastoma, tumores oOsseos osteogénicos, tumor de Wilms, leucemia
linfoblastica/mieloblastica aguda, doenga de Hodgkin e linfoma cutaneo de células T (Linders

et al., 2024; Mathivathanan et al., 2018).

1.2.3 Desafios e Limitacdes (Toxicidade e Resisténcia)

Apesar de sua eficacia, o uso clinico da DOX ¢ limitado por sérios efeitos colaterais e
pelo desenvolvimento de resisténcia. A toxicidade cardiaca da DOX ¢ um dos efeitos adversos
mais sérios e dose-dependentes, podendo levar a insuficiéncia cardiaca. Enquanto o trabalho
inicial se concentrava no impacto direto da DOX nos cardiomiocitos, estudos recentes também
destacam o papel do endotélio. Células endoteliais danificadas pela DOX podem desencadear
o desenvolvimento e a progressdo da cardiomiopatia, diminuindo a liberacdo e atividade de
fatores endoteliais chaves e induzindo a morte de células endoteliais. A cardiomiopatia dose-
dependente pode resultar em insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) em 2,2% dos casos. A
principal causa da cardiotoxicidade € a oxidagd@o do ferro e a geracdo de radicais livres. A DOX
e seu metabolito doxorubicinol também foram relatados por induzir disfuncdo cardiaca através
de sua ligagdo e alteragdo da funcionalidade da Ca**> ATPase do reticulo sarco/endoplasmatico
(SERCAZ2A) e reducao dos grupos tiol do receptor de rianodina (RyR2) (Bobo et al., 2016;
Szafraniec et al., 2016).

A neurotoxicidade induzida pela DOX ¢ a segunda reagdo adversa mais grave, depois
da cardiotoxicidade, e limita significativamente sua aplicagao clinica. O "quimiocérebro" ¢ uma
das complicagdes mais importantes da neurotoxicidade induzida pela DOX, manifestada como
comprometimento neurocognitivo. Os mecanismos de neurotoxicidade induzida pela DOX sdo

multiplos e incluem estresse oxidativo, neuroinflamacdo, disrup¢do mitocondrial, apoptose,
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autofagia, disrup¢do de neurotransmissores € comprometimento da neurogénese. O estresse
oxidativo ¢ considerado o principal iniciador da neurotoxicidade induzida pela DOX, levando
a regulacdo positiva de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a (Ibrahim Fouad; Rizk, 2024).

As células cancerosas podem desenvolver resisténcia ao tratamento ao longo do tempo,
o que limita a eficicia da terapia. A resisténcia aos farmacos ¢ a principal causa de falha

terapéutica em ambientes clinicos (Zang et al., 2024).

1.2.4 Estratégias para Superar Limitac¢oes

Pesquisas continuas se concentram em melhorar a eficacia da DOX e reduzir seus
efeitos colaterais. O emprego de nanoestruturas para a liberacao de DOX tem sido a estratégia
mais popular para reverter a quimiorresisténcia e suprimir a toxicidade aguda. Estes sistemas
oferecem vantagens, como a maior protecdo do farmaco, biodistribui¢do aprimorada,
seletividade e melhor farmacocinética. Os farmacos quimioterapicos convencionais
frequentemente exibem eficacia limitada devido a desafios como a toxicidade em tecidos
normais, o desenvolvimento de resisténcia celular e outros impactos adversos que podem
comprometer a qualidade de vida do paciente. Ao contrario dos farmacos livres, os sistemas de
entrega de farmacos (drug-delivery systems — DDS) podem oferecer vantagens significativas,
incluindo o direcionamento preciso, a reducao da toxicidade sist€émica, a melhoria da eficacia
e o aumento do tempo de circulagdo sanguinea do fArmaco (Srinivasan et al., 2016; Zang et al.,
2024).

Sistemas de entrega nanoestruturados também demonstraram reduzir a toxicidade e
aumentar a eficacia, permitindo a obten¢do de maiores efeitos terapéuticos a doses mais baixas
do farmaco aos pacientes, minimizando o risco de efeitos cardiotoxicos dose-dependentes.

Formulagdes lipossomais de DOX, como o Doxil, foram as primeiras nanodrogas
aprovadas pela FDA em 1995. O Doxil foi aprovado para tratar sarcoma de Kaposi, cancer de
ovario e mieloma multiplo. Outras formulagdes incluem o Myocet para cancer de mama.
Lipossomas revestidos com polietilenoglicol resultam em tempo de circulagdo prolongado e
maior acumulo em exsudatos malignos a partir do efeito biocompatibilizador desse alcool.
Existem também lipossomas termossensiveis, que liberam DOX de forma controlada em
resposta ao calor (Chen et al., 2024; Jarmila; Veronika; Peter, 2024).

Prodrogas que se ligam a albumina enddégena, como DOXO-EMCH, foram

desenvolvidas para aumentar a concentracdo do farmaco em locais-alvo e reduzir a toxicidade.
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DOXO-EMCH demonstrou ter uma area sob a curva (AUC) grande, um pequeno volume de
distribuicdo e baixa depuragdo em comparag¢do com a DOX livre, e foi bem tolerada em doses
significativamente mais altas que a DOX padrao (Kratz, 2008).

A DOX pode ser conjugada a nanoparticulas de oxidos de ferro supermagnéticas
(SPIONS) para entrega direcionada magneticamente e liberacdo pH-responsiva. Essas
nanoparticulas podem ser usadas, ainda, como substratos SERS para deteccdo em baixas
concentragdes e para monitoramento do farmaco. A DOX pode, também, ser carregada em
nanoparticulas de silica mesoporosas, que oferecem boas biocompatibilidade, alta eficiéncia de
carregamento e funcionalizacdo de superficie. O sistema DOX-HCI-SiO2 NPs ¢ promissor para
liberagdo de farmacos e demonstrou entrega eficiente ao nucleo de células cancerosas (Gautier
et al., 2013; Munnier et al., 2008).

A quitosana e seus derivados sdao biopolimeros ndo téxicos, biodegradaveis e
mucoadesivos, com propriedades fisico-quimicas e biologicas ajustaveis, permitindo o
direcionamento especifico a células cancerosas. A quitosana quaternizada, por exemplo, torna-
se permanentemente positiva, o que ¢ util para entrega de farmacos através de uso como
substrato de recobrimento. As micelas poliméricas podem encapsular DOX e liberar o farmaco
em resposta a estimulos especificos do tumor, como o pH acido. Exemplos incluem micelas
que incorporam epirrubicina e docetaxel, usadas em terapias combinadas (Ulbrich et al., 2016).

Hidrogéis que carregam DOX sdo candidatos promissores para a entrega sitio-
especifica do farmaco no local do tumor, melhorando seu acimulo nuclear ¢ prevenindo a
resisténcia a farmacos. A DOX também ¢ frequentemente usada em combinagdo com outros
farmacos quimioterdpicos ou compostos naturais. A combinacdo de quimiodrogas com
fitoquimicos, como curcumina, berberina e resveratrol, demonstrou sucesso em experimentos
pré-clinicos (Zang et al., 2024).

Nanoestruturas metalicas, em particular as nanoparticulas de ouro (AuNP), sdo
plataformas promissoras na entrega de farmacos devido as suas propriedades Unicas, incluindo
caracteristicas Opticas e elétricas, que ndo sdo encontradas em nanoparticulas baseadas em
outros materiais (Teixeira; Costa; Sant’ Ana, 2019). Essas nanoparticulas podem ser fabricadas
com precisdo para otimizar a entrega do fArmaco, sua localizagdo e a biodistribuigdo, através
do controle de seu tamanho, forma, carga superficial e composicao. A sintese de nanoparticulas
metalicas ¢ frequentemente realizada utilizando solu¢des de materiais de baixo custo como

reagentes, como boroidreto de sddio, citrato trissddico ou acido ascoérbico, e permite o uso de
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agentes de revestimento para prevenir a agregacao e reduzir a toxicidade (Srinivasan et al.,
2016).

Esse tipo de nanoestrutura tem sido extensivamente explorado no carreamento e
entrega de diversos farmacos, incluindo a DOX e o paclitaxel, indicando elevada capacidade
dessas nanoestruturas para a entrega de farmacos direcionada a tumores (Fortuni et al., 2023).
Além disso, as AuNP direcionadas aos fibroblastos associados ao cancer mostraram-se eficazes
em inibir sua ativacao, oferecendo potencial no tratamento do cancer de ovario. A entrega de
farmacos funcionalizados na superficie das nanoparticulas de ouro pode potencializar a eficacia
antitumoral e, a0 mesmo tempo, reduzir a toxicidade sistémica, uma possibilidade que surge
devido a rica quimica de superficie das nanoparticulas. A sua versatilidade permite sua
aplicacdo na teranostica (diagnose e terapia combinados), bem como em imunoterapia e
radioterapia do cancer (Lu ef al., 2024).

Para superar essas barreiras e aprofundar o entendimento da dindmica dos farmacos,
as pesquisas futuras devem enfatizar o desenvolvimento e aprimoramento de sistemas de
monitoramento avangados. Técnicas como a espectroscopia de espalhamento Raman e, em
particular, a espectroscopia de espalhamento Raman baseada no efeito de intensificagdo por
superficie (Surface-Enhanced Raman Scattering - SERS), sdo essenciais, por oferecerem alta
resolugdo, permitindo rastrear a distribui¢do intracelular, as interagdes moleculares e o modo
de acdo dos farmacos em tempo real, fornecendo informacdes capazes de complementar as
metodologias médicas e analiticas vigentes (Cho et al, 2008; Lee; Wang; Nie, 2015). A
espectroscopia SERS, por exemplo, demonstrou ser uma ferramenta poderosa para deteccao de
biomoléculas, com alta sensibilidade e capacidade de fornecer informagdes quimicas sem a
necessidade de pré-tratamento ou de modificagcdes moleculares, o que a torna ideal para o
rastreamento da liberagdo de farmacos (daFonseca; Costa; Sant’Ana, 2018; Teixeira; Costa;
Sant’Ana, 2019). Além disso, a constru¢do de modelos tedricos e computacionais robustos ¢
fundamental para prever e entender os mecanismos de liberagdo de farmacos dos
nanocarreadores (Olszowka et al., 2016). Em nivel fundamental, esses modelos sdo necessarios
para relacionar as propriedades fisico-quimicas do farmaco e a composi¢@o da formulacdo as
taxas de liberacdo, uma vez que tornam possiveis relacionar a natureza das interagdes

observadas com a estrutura das formulagdes de DDS.

1.3 ESPECTROSCOPIA RAMAN
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O efeito Raman ¢ a base de variadas técnicas de espectroscopia vibracional, que
fornecem informagdes sobre 0 ambiente quimico e a estrutura molecular dos mais variados tipos
de amostra. A espectroscopia Raman, baseada inteiramente neste efeito, mede as diferencas de
energia entre os fotons da radiacao incidente e os fotons espalhados pela amostra, baseando-se
na natureza de dois fétons do fendmeno. O efeito Raman foi descoberto por Chandrasekhara
Venkata Raman em 1928, e seu trabalho publicado mais tarde lhe renderia, em 1930, o prémio
Nobel em fisica (Raman; Krishnan, 1928).

O fenomeno do espalhamento de luz através da interagdo molecular com a radiacao
monocromatica incidente pode ocorrer de forma elastica ou ineléstica. O espalhamento elastico
de luz, também chamado de espalhamento Rayleigh, ocorre sem que haja diferenca de energia
entre o foton incidente e o foton espalhado, e possui intensidade cerca de 10°-10* vezes maior
que os fotons espalhados com diferencas de energia detectaveis. O espalhamento inelastico de
luz, ou seja, espalhamento em que parte da energia ¢é transferido para a amostra, ¢ chamado de
espalhamento Stokes quando a diferencga é negativa, isto ¢, quando os fotons sdo espalhados
com frequéncia menor que os fotons da radiagdo incidente, e espalhamento anti-Stokes para os
fotons que possuem energia maior do que a energia da radiagdo incidente. Esta diferenca de
energia pode ser atribuida a modos vibracionais especificos. Através de processos de
transferéncia de energia, a molécula ou cristal ¢ levada a um estado virtual de energia, de rapido
decaimento. Este retorno pode levar a molécula ao primeiro estado vibracionalmente excitado
para o espalhamento Stokes, com ganho de energia igual a diferenca entre a energia dos dois
fotons envolvidos no processo. O espalhamento anti-Stokes ocorre quando a excitagdo para o
estado virtual contempla moléculas j& excitadas vibracionalmente, em que o processo radiativo
de relaxamento pode levar a molécula ao estado fundamental de energia vibracional. A
diferenga de energia entre os dois fotons fornece a mesma energia da transi¢do fundamental,
mas com intensidade muito menor e proporcional ao nimero de moléculas que se encontram
excitadas na temperatura ambiente ao interagirem com a radiacdo excitante (Sala, 2008). A

Figura 3 ilustra o mecanismo de espalhamento Rayleigh, Stokes e anti-Stokes.
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Figura 3 — Esquemas representativos para os espalhamentos Rayleigh, Stokes e anti-Stokes
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Fonte: Adaptado de Sala (2008).

A partir de um processo de excitagdo com incidéncia de radiagdo monocromatica
plano-polarizada com frequéncia vy, a molécula sofre excitagao para um estado virtual de maior
energia com AE; = hv,, que decai para o estado fundamental rapidamente com o espalhamento
de um novo foton, perdendo energia com moddulo igual a AE, = hvy. Em alguns casos, o
decaimento radiativo acontece para um nivel vibracional excitado com energia de transi¢do
AE, = hv,, que pode ser atribuida a diferenca de energia entre os niveis vibracionais
especificos. A excitacdo para o estado virtual também pode ocorrer com espécies que ja se
encontram em niveis vibracionais excitados, com energia AE,, = hv,,, conforme a distribui¢ao
de Boltzmann para estados de energia. Neste caso, o relaxamento pode ocorrer para um estado
fundamental vibracional, e a diferenca de energia entre os foétons incidentes e espalhados, com
as energias AE; = hvy e AE, = h(vy + v,,), fornece a energia da transig¢ao vibracional.

O efeito Raman esté relacionado com a variacdo nos momentos de dipolo induzidos
através da excitacdo produzida por um campo elétrico externo. Os vetores de momento de

dipolo induzido P, apresentados na equagdo 1, apresentam dependéncia vetorial com o vetor

campo elétrico E da radiagdo incidente ponderado pela polarizabilidade molecular a (Sala,

2008).
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Equacdo 1 — Vetor do Momento de Dipolo Induzido

ol
Il
Q
i

A polarizabilidade molecular o, numa primeira aproximagdo para osciladores
harmonicos, pode ser expandida em série de Taylor em fungdo da coordenada interna ¢, que
apresenta as variagdes em torno da distancia de equilibrio existente para uma configuragdo em
que um dos osciladores se encontra no centro de um conjunto de coordenadas espaciais (Sala,

2008), conforme a equagao 2.

Equagao 2 — Polarizabilidade como varia¢ao da coordenada interna
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Para o oscilador harménico simples, as derivadas de maior ordem tomam tamanhos
muito pequenos quando comparados com os dois primeiros termos e podem ser desprezadas.

A atividade Raman depende da probabilidade do momento de transi¢ao entre dois
estados vibracionais distintos a e b, que depende do tensor de polarizabilidade (aij)ab € 20 menos

uma componente ij deve ser diferente de zero, tal qual apresentado na equagao 3 (Sala, 2008).

Equagdo 3 — Probabilidade do momento de transi¢do entre dois estados vibracionais

(aij) , = (balai|¥n)

day;
(aiy),, = (%’) (Walqliy)
0

A intensidade Raman, como apresentada na equagdo 4, depende do quadrado da
probabilidade do momento de transi¢ao, em que i € j sdo vetores unitarios das coordenadas entre
dois estados vibracionais distintos, além de ser diretamente proporcional a frequéncia da
radiacdo incidente /o e a quarta poténcia da frequéncia da radiacdo v espalhada. Como o
operador ¢ transforma de forma antissimétrica a fungao vibracional, ¢ necessario que o produto

entre @a € g» também transforme de forma antissimétrica para que a integral apresentada na



37

equacao 3 seja diferente de zero. Para estes casos, a regra de seleg@o para transi¢des vibracionais
¢ Av = 1, em que o sinal de ‘+’ equivale as transi¢cdes envolvendo fotons Stokes e o sinal de

‘~’ equivale as transi¢cdes envolvendo fotons anti-Stokes (Sala, 2008).

Equagao 4 — Dependéncia da intensidade Raman com a probabilidade do momento de

transicao e com a frequéncia a quarta poténcia para dois estados vibracionais a e b distintos
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U
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Para sistemas reais € necessario, porém, considerar a anarmonicidade dos osciladores,
que pode ser descrita pela presenga de um termo que considera o amortecimento das vibragoes.
E necessario, entdo, considerar as derivadas de maior ordem nas séries de Taylor para a
polarizabilidade, que fornecem novos autovalores para a energia do oscilador harménico,

corrigidos por uma constante de amortecimento (Sala, 2008).

1.3.1 Espectroscopia Raman Ressonante

A espectroscopia Raman ressonante utiliza, para a excitagdo, radiagdo em ressonancia
ou pré-ressonancia com transi¢des eletronicas existentes na molécula ou em um cristal. A
interagdo entre a radiacdo eletromagnética e a molécula ou cristal leva a estados virtuais com
energia proxima daquela de estados eletronicos proprios, o que favorece tanto o efeito de
Raman ressonante quanto processos de fluorescéncia a partir de cromoforos especificos, o que
em geral ocorre com muita intensidade em fun¢do da elevada distribui¢ao de estados de energia
entre as moléculas ou cristais (Strommen; Nakamoto, 1977).

Em processos de espalhamento de luz, a probabilidade de uma transi¢ao depende dos

elementos do tensor de polarizabilidade, (ai j)ab’ para os quais uma expressao analitica ¢ dada

pela equacao de Kramers-Heisenberg-Dirac, conforme a equacao 5. Esse modelo se baseia na
aproximacao adiabatica de Born-Oppenheimer, que propde que os fendmenos eletronicos
ocorrem com velocidade muito maior do que os fendmenos de deslocamento nuclear, ou seja,
os estados vibronicos associados as transi¢des sdo formados por produtos de fungdes puramente

eletronicas e puramente vibracionais (Clark; Dines, 1986).
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Equacdo 5 — Equagao de Kramers-Heisenberg-Dirac para os elementos do tensor de

polarizabilidade
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Nessa equagao, que representa uma soma sobre todos os estados 7, 0s termos y;; sao 0s
componentes do momento de dipolo das transicdes que envolvem o estado virtual de energia e
I' ¢ o fator de amortecimento associado ao curto tempo de vida desse estado virtual. No
espalhamento Raman ressonante, o termo 0, — U, torna-se muito pequeno ¢ o estado excitado
de relevancia torna-se dominante nessa soma de estados. Essas consideragdes, juntamente das
consideragdes perturbativas sobre o acoplamento vibronico relacionado as coordenadas
normais, leva a um aumento da complexidade dos modelos, introduzindo quatro termos (A, B,
C e D) que dependem dos componentes do momento de dipolo das transi¢cdes vibracionais e
eletronicas associadas (Gong et al., 2015). Esses termos ficaram conhecidos como termos de
Albrecht (Albrecht, 1961), e a equacdo que relaciona a probabilidade de transi¢do vibronica,
considerando os fendomenos ressonantes eletronicos (e de forma resumida por mérito da
clareza), estd dada abaixo. Nesse formalismo, o termo A descreve as contribuigdes dos
momentos de dipolo de transi¢do e dos fatores de Franck-Condon sobre o tensor
polarizabilidade de transi¢ao, que devem ambos ser diferentes de zero para qualquer transigao.
Este termo da origem aos espalhamentos Stokes e anti-Stokes nessas condigdes. Ja a
contribui¢do do termo B esta associada ao acoplamento do estado ressonante a algum estado
excitado proprio do espalhador, e sua intensidade esta relacionada com as integrais de transi¢ao
e sobreposi¢do vibronicas. As contribui¢des dos termos C e D sdo geralmente negligenciadas;
o termo C se assemelha ao termo B, com a diferenga fundamental de que o estado de
acoplamento ¢ o estado fundamental e ndo o estado excitado, e, todavia, ndo ha evidéncias
experimentais dessa contribui¢do; e, por ultimo, o termo D, que ¢ ainda menor do que o termo
C, mas que pode descrever combinagdes de primeiros sobretons € combinagdes bindrias de
sobretons de modos que apresentem alguma simetria (Clark; Dines, 1986).

Assim, para que uma transi¢do Raman ressonante ocorra, € necessario que as integrais
do momento de transi¢do sejam nao nulas, o que implica que as transi¢des permitidas devem

ser aquelas que sdo permitidas por dipolo elétrico. Além disso, a parte vibracional deve envolver
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Av + 1 e As = 0, uma vez que as fungdes de onda que descrevem os estados vibracionais e as
funcdes de spin devem ser ortonormais. Em termos de simetria molecular, pode-se afirmar que
as transicdes totalmente simétricas sao permitidas, e que as transi¢des assimétricas ndo devem
ser observadas, ou seja, se a representagdo do modo vibracional Oy estiver contida no produto
direto das representacdes dos estados eletronicos e e s, [, @ T, entdo a integral de acoplamento
vibronico sera ndo nula (Clark; Dines, 1986).

A figura 4 apresenta um esquema representativo para o espalhamento Stokes ressonante.

Figura 4 — Esquema representativo dos processos de espalhamento Stokes ressonante e de

decaimento por fluorescéncia
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A v=2
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eletronico fundamental v=3

v=2

J— v=1

Estado fundamental . _—

vibracional
Espalhamento

Stokes Ressonante

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A intensidade das transi¢des eletronicas acopladas as transi¢des vibracionais possui
dependéncia com a quarta poténcia da soma das frequéncias associadas a transi¢ao eletronica e

vibracional (Strommen; Nakamoto, 1977), conforme apresentado na equacao 6.
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Equacdo 6 — Dependéncia da intensidade com a frequéncia e com a probabilidade do

momento de transi¢ao vibronica

128m° 2
Igb,ga = 9ct Iy E § |(aij)ga,gb| (Vo ivb)4
i

Na equagao 6, vo € a frequéncia associada ao foton de excitagdo e v, € a frequéncia
associada a uma transi¢do vibracional de v = 0 para v = 1; i e sdo as coordenadas espaciais
individuais de cada componente do versor polarizabilidade, g faz referéncia ao estado
fundamental eletrénico e a e b sdo quaisquer par de numeros quanticos vibracionais envolvidos

r

numa transicdo hipotética (Strommen; Nakamoto, 1977). A expressao (aij)gagb

polarizabilidade de transi¢cdo que envolve as integrais com as fungdes de onda dos estados

eletronicos fundamental e excitado e os estados vibracionais correspondentes.

1.3.2 Espectroscopia de Espalhamento Raman Intensificado por Superficie

Embora a espectroscopia Raman fornega informagdes sobre a estrutura molecular e o
ambiente quimico para variados tipos de amostras, seu desempenho por vezes ¢ limitado pela
baixa sec¢do de choque Raman das espécies de interesse analitico e pela dificuldade de obter-
se espectros para amostras que apresentam absor¢ao alta em diversas linhas de excitagao no
visivel. Observou-se, porém, que nanoestruturas metalicas, em especial dos metais de
cunhagem ouro, prata e cobre, apresentam intensas bandas de absor¢ao eletronica na regido do
visivel, e estas bandas podem ser atribuidas a ressonancia de plasmon de superficie localizado
(do inglés Localized Surface Plasmon Resonance — LSPR). Esta ressonancia de plasmon
provoca uma forte intensificagdo do campo elétrico local na superficie das nanoestruturas,
levando a intensifica¢des nos espectros Raman de espécies adsorvidas nos substratos metalicos,
chegando inclusive a ordens de 10® em alguns casos (Willets; Van Duyne, 2007).

Numa primeira aproximagdo, a intensificagdo de campo elétrico exterior as
nanoparticulas pode ser determinada através da aplicacdo das equagdes de Maxwell a um
modelo esferoide metalico de raio a e constante dielétrica &;,,;(vy) dependente da frequéncia
da radiacao incidente, imerso em um meio de constante dielétrica fixa &,,, em que r € 0o mdédulo

~

do vetor que liga o centro da esfera a todos pontos do seu exterior, i, f ¢ k sdo versores de
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coordenadas cartesianas e Eyp ¢ o modulo do campo elétrico na dire¢do perpendicular a

superficie . A equacao 7 apresenta o modelo do campo (Willets; Van Duyne, 2007).

Equagdo 7 — Modelo do campo elétrico no exterior de uma nanoestrutura metalica esferoide,

utilizando a aproximagdo quasi-estatica

= o Eint(VO) — €Eext 1. 3k . . ~
E.pe = Eok — 3Eg| =k —— (it +jj + kk
ext 0 <Eint(vo) + 2€ext> a Lo <T3 rs (” 1] )

Na condi¢do de ressonancia, ou seja, quando a constante dielétrica do interior da esfera
metalica iguala-se a —2¢,,;, 0 campo elétrico ¢ enormemente intensificado. A intensificacao,
entretanto, cai rapidamente com o aumento da distancia entre o ponto de medida e a esfera
metalica (WILLETS, 2007). A intensificagdo do fendomeno SERS depende da ressonancia entre
a frequéncia da radiagdo incidente e as transi¢cdes intrabandas do plasmon-polariton metélico.
Além disso, a intensidade SERS depende também do niimero de moléculas espalhadoras N no

volume util e da seccdo de choque Raman ozs; depende da intensidade da radiagdo incidente

— 2
I1(vy) e do quadrado dos moddulos dos campos elétricos incidente e espalhado, |E (v0)| e

By’

, respectivamente; a dependéncia pode ser expressa matematicamente pela equacao 8.

Equagao 8 — Equagao para a intensidade SERS

. 2 o 2
Isgrs(vs) = N X I(Vo)lE(Vo)l X |E(Vs)| ORs

As propriedades eletronicas de nanoestruturas metélicas sao fortemente determinadas
por sua morfologia e tamanho, resultando em intensificagdes de campo elétrico local diferente
quando na presenca de excitagdo por radiagcdo eletromagnética, o que permite a escolha da
forma e tamanho das nanoparticulas de maneira a adequé-las as diferentes aplica¢des (KELLY,
2003). Além disso, a pode ocorrer também o efeito quimico, que estd diretamente relacionado
amudanca da polarizabilidade molecular decorrente da adsor¢do na superficie da nanoestrutura.
Esse efeito, raramente ultrapassa a intensificagdo aproximada de ~10 vezes, mas fornece
relevantes informagdes a respeito dos sitios moleculares capazes de interagir com a

nanoestrutura (Le Ru et al., 2007).
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1.4 TEORIA DO FUNCIONAL DA DENSIDADE

A Teoria do Funcional da Densidade (Density Functional Theory - DFT) é uma
metodologia central ¢ amplamente aplicada na quimica computacional e em diversas outras
areas cientificas, especialmente para investigar as propriedades de estado fundamental de
sistemas moleculares e de superficie. E valorizada por sua eficiéncia e confiabilidade na
determinagdo dessas propriedades (Burke; Wagner, 2013).

A DFT permite uma analise profunda da estrutura eletronica, das ligagdes quimicas e
da reatividade em sistemas atdmicos e moleculares. Especificamente, a DFT ¢ utilizada para
calcular e prever com precisdo propriedades cruciais do estado fundamental, como as
geometrias moleculares, as energias totais, e as densidades eletronicas. Além disso, pode
determinar as energias de ionizacao e afinidades eletronicas, modos vibracionais normais e
polarizabilidades, bem como simular espectros Raman. Em sistemas de superficie, a DFT ¢
empregada para compreender interagdes entre moléculas e superficies, processos cataliticos,
adsorcao e as propriedades eletronicas de materiais (Xie; Lei; Fang, 2012).

A distingao fundamental da DFT, em contraste com as teorias da mecanica quantica,
baseadas na fun¢do de onda (como Hartree-Fock, Meller-Plesset e Coupled Cluster), reside na
sua dependéncia primaria da densidade eletronica como variavel fundamental.

Por meio da aproximacdo de Born-Oppenheimer, o operador hamiltoniano da parte

eletronica da funcdo de onda ¢ dado pela equacao 9.

Equagdo 9 — Hamiltoniano da parte eletrénica da fungio de onda. Indices i, j e N

correspondem aos elétrons, e o indice A corresponde aos nticleos

1 N N 1 N M Z
~ f
Rae=g) Vit ) =) )t

i=1 ijitj Y imia=1 ¥

Uma vez que cada elétron sofre os efeitos de um potencial externo devido aos nucleos

M, o hamiltoniano pode ser rescrito conforme a equacdo 10.

Equagdo 10 — Termos energéticos do hamiltoniano eletronico

A~

ﬁ=Te+Vee+Vext
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No entanto, para um sistema de N elétrons interagentes, os termos V,, dessa equagio,
relacionados aos potenciais de interagdo do tipo couldmbica entre os elétrons implicam na
resolugdo de sistemas que dependem das coordenadas de todos os elétrons (3N coordenadas
para N elétrons), tornando-os computacionalmente custosos para sistemas grandes. A DFT
aborda o problema levando o foco para a densidade eletronica, uma fung¢do que depende de
apenas trés coordenadas espaciais, independentemente do nimero de elétrons (Burke; Wagner,
2013; Verma; Truhlar, 2020).

Os fundamentos tedricos da DFT moderna foram estabelecidos pelos teoremas de
Hohenberg ¢ Kohn em 1964, que demonstraram que a energia do estado fundamental de um
sistema de muitos elétrons ¢ um funcional Unico e universal da densidade eletronica
(Hohenberg; Kohn, 1964). Assim, o nimero de elétrons, uma fun¢do univoca da densidade
eletronica, pode ser obtido através de uma integragdo ao longo de todo o espago da densidade

eletronica, conforme a equacao 11.

Equagdo 11 — Numero de elétrons em termos da densidade eletronica

N = fp(r)dr

A energia total do sistema pode entdo ser determinada pela aplicacdo do hamiltoniano

a esse funcional da densidade eletronica, tal qual é exibido na equagdo 12.

Equagdo 12 — Energia eletronica total de um sistema de N elétrons

Blp()] = Flp)] + [ V(p(r)dr

Nessa equacdo, F ¢ o hamiltoniano puramente eletronico, mostrado na equacdo 9, e o
termo integral € o potencial externo escrito por meio do funcional da densidade eletronica. Os
dois teoremas seminais de Hohenberg e Kohn que validam essas proposi¢des sao (Hohenberg;

Kohn, 1964):
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1 — O potencial externo ¢ um funcional unico da densidade eletronica. O
hamiltoniano, e, portanto, todas as propriedades do estado fundamental podem

ser determinadas completamente pela densidade eletronica.

2 — A energia do estado fundamental pode ser determinada por meio do Teorema
Variacional. A densidade que minimiza a energia total é a densidade eletronica

do estado fundamental.

Em 1965, Kohn e Sham introduziram uma abordagem que transforma o problema de
muitos corpos em um conjunto de equagdes efetivas para elétrons ndo interagentes em um
potencial efetivo (o potencial de Kohn-Sham, Vks), exibido na equacao 13 (Kohn; Sham, 1965).
Assim, com base nesses dois teoremas, os autores puderam demonstrar que a densidade
eletronica do estado fundamental, que corresponde ao estado de energia eletronica minima,
pode ser obtida através de N equagdes de Schroedinger de um elétron como uma funcao desse

termo potencial Vis.

Equacdo 13 — Equacgdo de Kohn-Sham

1
—Evizl/)i(r) + Vs (r) = g (1)

Nessa equacdo, & sao multiplicadores de Lagrange que correspondem a
ortonormalidade dos N estados de um elétron, 1;(r). O potencial de Kohn-Sham agrupa os
termos potenciais ja mencionados, como o potencial de interacdo elétron-ntcleo e o potencial
de interacdo couldmbicas puramente eletronico dado pela aproximacao de Hartree, V. No
entanto, a diferenciag@o ocorre pela introdu¢do de um termo, o potencial de troca e correlacao,
Vxc. Em situagdes em que o potencial de troca e correlagdo € negligenciado, a DFT corresponde
ao proprio método de Hartree-Fock (Kohn; Sham, 1965). Assim, o potencial de Kohn-Sham ¢
dado pela equagao 14.

Equacdo 14 — Operadores potenciais de Kohn-Sham

Vis(1) = Vere () + Vg (r) + Vi (1)
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A densidade eletronica, entdo, ¢ construida na forma da equagao 15.

Equagdo 15 — Densidade eletronica em termos dos estados eletronicos de um elétron

N

p() =2 ) pi(r)I?
N

O elemento central da DFT ¢ o funcional de troca e correlagao (XC), que representa a
por¢do nao-trivial da interagdo de muitos corpos entre os elétrons. Como a forma exata desse
funcional ¢ desconhecida, diversas aproximagdes podem ser empregadas. A Aproximacao da
Densidade Local (LDA) ¢ a forma mais simples, baseando-se na densidade eletronica local
(Kohn; Sham, 1965). As Aproximagdes de Gradiente Generalizado (GGAs) melhoram a LDA
incorporando informagdes sobre o gradiente da densidade eletronica. Exemplos notaveis
incluem PWO91 (Burke; Perdew; Wang, 1998) e PBE (Perdew; Ernzerhof, Burke, 1996).
Funcionais Hibridos combinam uma por¢ao do termo de troca exata de Hartree-Fock com
termos de troca e correlagdo da DFT. O B3LYP ¢ um exemplo amplamente utilizado. Meta-
GGAs adicionam a densidade de energia cinética ao gradiente da densidade. Funcionais
Hibridos Separados por Intervalo, como CAM-B3LYP, sdo uteis para descrever estados de
transferéncia de carga de longo alcance e estados de Rydberg, devido a sua inclusdo ndo
constante de troca do tipo Hartree-Fock (Becke, 1993).

A precisdo dos resultados da DFT esté4 diretamente ligada a escolha do funcional XC.
O uso de um funcional inadequado ou um conjunto de base pequeno e inconsistente pode levar
a resultados duvidosos. Além da escolha do funcional, os calculos de DFT utilizam conjuntos
de base para representar matematicamente os orbitais atdmicos, a partir dos quais sdo
construidos os orbitais moleculares. Aprimoramentos como fungdes de polarizagao e difusas
sao comuns para melhorar a descri¢do da distribuicao eletronica (Burke; Wagner, 2013;

Laurent; Jacquemin, 2013).

Neste trabalho, a adsor¢cdo do farmaco antineoplasico cloridrato de doxorrubicina
(DOX) em superficies de nanoparticulas de ouro (AuNP) foi caracterizada vibracionalmente
por meio das espectroscopias Raman e Raman intensificada por superficie (SERS) usando
diferentes radiagdes excitantes e modificadores de superficie. A caracterizagdo das geometrias

de adsorcdo de DOX adsorvida em AuNP foi realizada na presenga e auséncia de ions cloreto
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(CI) e de 2-mercaptoetanol (B-ME) por meio de espectroscopia SERS. Célculos da Teoria do
Funcional da Densidade (DFT) foram utilizados para possibilitar a atribuicdo conclusiva dos
modos vibracionais desta molécula, permitindo caracterizar diferentes mecanismos de
ancoragem. Tal abordagem sé foi possivel pela comparacao de diferentes padrdes espectrais
por meio do registro de espectros SERS na presenca e auséncia de condi¢des de ressonancia. A
cinética de adsor¢do em superficies de AuNP, com o controle sobre os processos de agregacao,
foi coletada com distintos modificadores de superficie e investigada por espectroscopia UV-

VIS-NIR.
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2 OBJETIVOS

As proximas sessoes apresentam os objetivos gerais e especificos deste trabalho.

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar as interacdes da doxorrubicina (DOX), com e sem a presenca dos

modificadores de superficie cloreto de potassio (KCl), acido cloridrico (HCl) e 2-

mercaptoetanol (B-ME) com a superficie das nanoestruturas metalicas de ouro, através das

espectroscopias Raman, SERS e UV-VIS-NIR, e realizar a atribui¢do vibracional a partir de

estudos de simulacdo computacional dos sistemas molécula-metal visando entender os

mecanismos de interagdo do farmaco com as superficies metalicas para potencial aplicagao

biologica como estratégia de entrega controlada de farmacos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

Obter os padrdes espectrais por espectroscopia Raman da DOX no estado sélido
utilizando as radiag¢des de excitagdo de 1064, 785 e 633 nm, para elucidar os padrdes
vibracionais, principais grupos ligados aos cromoforos, resposta aos comprimentos de

onda de excitagdo ¢ a atribuigdo das vibra¢des desse farmaco;

Estudar, através de espectroscopia de absor¢do eletronica nas regides do UV-VIS-NIR,
a influéncia da adicdo dos modificadores de superficie HCI, KCI e B-ME ao sistema
nanoestruturado composto pela adicdo de farmaco as dispersdoes de nanoparticulas
metalicas, visando obter o regime cinético de adsor¢ao otimizado para os estudos de

espectroscopia SERS;

Obter os padrdes espectrais por espectroscopia SERS da DOX utilizando os sistemas
nanoestruturados compostos pela adigdo de farmaco as dispersdes de nanoestruturas,
com e sem a presenca dos modificadores HCl, KCI e B-ME nos regimes cinéticos
previamente determinados, nas radiacdes de excitacdo de 1064, 785 e 633 nm, para

elucidar as atribuigdes das vibragoes desse farmaco quando em ambiente modificado;
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g)
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Determinar os padrdes vibracionais de interacdo associados a adsor¢do da DOX pela
interagdo do farmaco com os modificadores, que interagem através de forcas de

interagao intermolecular variadas;

Obter, através de simulagdo computacional, os perfis de vibragdo molecular para a
DOX, que permitam a atribuicdo dos espectros Raman e SERS para a geracdo de
padrdes bem definidos de frequéncias vibracionais e analisar a convergéncia do modelo
a luz dos dados experimentais, propondo mecanismos de interagdo entre a superficie

nanoestruturada e o farmaco antineoplésico;

Inferir, através das atribuigdes dos espectros SERS da DOX adsorvida na superficie das
nanoestruturas, os possiveis sitios de interagdo preferencial com o metal ou modificador

de superficie;

Obter, através de simulacdo computacional, os perfis de excitagdo eletronica da DOX
livre e adsorvida em modelos de clusters simples de Au, com a respectiva analise das

energias do sistema;
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3 METODOLOGIA

As proximas sessoes apresentam os aspectos metodologicos deste trabalho.

3.1 REAGENTES

Cloridrato de doxorrubicina (DOX), acido tetracloroaurico(IIl) tri-hidratado
(HAuCl4.3H20), boro-hidreto de sdédio (NaBHs), citrato trissodico di-hidratado, 2-
mercaptoetanol (B-ME), cloreto de potéssio (KCl) e 4cido cloridrico (HCI) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich e utilizados sem purificagdo adicional. Toda a vidraria, incluindo as laminulas,
foi limpa por banho em agua régia (3:1, HCI:HNO3), seguido de enxague abundante com agua
deionizada. Todas as solugdes foram utilizadas recém-preparadas, com agua Milli-Q

(resistividade de 18,2 MQ-cm a 25 °C).

3.2 EQUIPAMENTOS

Os espectros Raman, RR, SERS e SERRS foram obtidos em espectrometro FT-Raman
Bruker, modelo RFS/100, com excitacao em 1064 nm ¢ Raman Bruker, modelo Senterra, com
radiagdes excitantes em 532 nm, 633 nm e 785 nm; as medidas de espectroscopia eletronica de
absorcao da regido do ultravioleta e visivel em um espectrofotdmetro Shimadzu UV1600; e as
medidas de espalhamento dinamico de luz baseada em espectroscopia de correlagdo de fotons
foram obtidas em um espectrometro Zetasizer ZS Nano, todos disponiveis no Nucleo de
Espectroscopia e Estrutura Molecular (NEEM) do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Juiz de Fora (DQ-UFJF). As simulagdes computacionais dos sistemas foram
realizadas no software Gaussian 09 rev. D 01 (Frisch et al., 2009) disponivel através de licenga
académica em computador pessoal, ou em computador disponivel no Laboratorio de

Nanoestruturas Plasmoénicas (LabNano) do DQ-UFJF.
3.3 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS NANOESTRUTURAS DE PRATA/OURO
As nanoestruturas de ouro foram obtidas através do método da reducdo quimica bem

estabelecido nos trabalhos de Creighton (Creighton; Blatchford; Albrecht, 1978), que consiste

na reducdo de solucio aquosa de 4cido tetraclorodurico(II) (2,5%107 mol L™, 10 mL) pela
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adigdo lenta, gota a gota, de uma solugiio aquosa de boroidreto de sodio (1,0x10° mol L™, 30
mL) em banho de gelo. O aparecimento de uma cor vermelho-vinho indicou a formacao das
AuNP, sendo esta cor uma forte caracteristica da transicdo LSPR de nanoparticulas de tamanho
menor que comprimento de onda da luz visivel. Em seguida, a dispersao de nanoestruturas
obtida foi mantida em repouso por 12 horas na temperatura ambiente, visando a evolugdo da
reacdo redox com o boroidreto. Ao fim desse periodo, 300 pL de citrato trissodico 1 % (m/v)
foram adicionados gota a gota, e a suspensdo coloidal foi armazenada sob refrigeracao.
Indicativos sobre a morfologia das nanoestruturas foram obtidos através de espectroscopia de
absorc¢ao eletronica na regido do UV-VIS-NIR, apoiada também pela técnica de espalhamento
dindmico de luz (dinamical light scattering — DLS) por espectroscopia de correlagdo de fotons.
Para isso, uma aliquota de aproximadamente 2 mL das dispersdes foi adicionada, ao término
das sinteses, a cubetas lisas e descartaveis de PET, permeaveis ao comprimento de onda da luz

incidente, 632,8 nm, com caminho 6ptico de 1 cm, e as anélises foram obtidas em triplicada.

3.4 ESTUDO DA CINETICA DA ADSORCAO DE MODIFICADORES DE SUPERFICIE
NAS NANOESTRUTURAS

As solugdes dos modificadores de superficie KCI, HCI e B-ME foram adicionadas as
nanoestruturas metalicas diretamente apds a sintese, na propor¢ao de diluicdo de 1:9, e as
dispersdes obtidas foram analisadas via espectroscopia de absor¢ao eletronica na regido do UV-
VIS-NIR buscando caracterizar a evolugao da banda principal de absorg¢ao eletronica e do fundo
de espalhamento ao longo do tempo, utilizando como cubeta uma célula de quartzo permeavel
a faixa de radiagdo estudada, com caminho 6tico de 0,5 cm. As concentragdes finais de KCl
variaram entre 1 X 1071 a 1 X 1073 mol L™1. O HCI foi estudado na janela de concentra¢des
entre 1 X 1072 a 1 X 10"* mol L. A janela de concentragdes para o B-ME foi mais ampla,
variando entre 1 X 107 a 1 x 10711 mol L™1. Os espectros foram obtidos de forma periddica
durante um tempo total de uma hora, com periodos de aproximadamente 1 minuto para as
dispersdoes modificadas com KCl e B-ME, e de aproximadamente 10 minutos para a solug¢ao de
HCI. As cinéticas de adsor¢do ndo apresentaram diferengas significativas na presenca da DOX

nas concentracdes estudadas e foram, portanto, suprimidas.
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3.5 ESTUDO DA ADSORCAO DE DOX NAS NANOESTRUTURAS COM OU SEM
MODIFICADORES DE SUPERFICIE POR ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA
REGIAO DO UV-VIS-NIR

As solugdes aquosas de DOX com concentragdes finais variando entre 1 X 107% e
1 X 107> mol L™ foram adicionadas as AuNP na proporcdo de diluicdo de 1:9. O estudo na
presenca dos modificadores de superficie envolveu a adigao das solugdes dos modificadores as
nanoestruturas, respeitando as concentragdes finais apresentadas na sessao 3.2 e a proporg¢ao de
dilui¢do acima, e, em seguida, foram adicionadas as AuNP. As dispersdes obtidas foram
analisadas via espectroscopia de absorcao eletronica na regido do UV-VIS-NIR, utilizando
como cubeta uma célula de quartzo permeavel a faixa de radia¢ao estudada, com caminho 6tico

de 0,5 cm por espectros tomados consecutivamente durante um periodo de 1 hora.

3.6 ESTUDO DO PADRAO VIBRACIONAL POR ESPECTROSCOPIA RAMAN

A DOX em estado sélido e as solugdes aquosas de DOX com concentragdes finais
variando entre 1 X 1073 ¢ 1 X 107> mol L™! foram adicionadas aos respectivos suportes e
levadas direto a analise por espectroscopia Raman nas linhas de excitagdao disponiveis. Nas
analises por FT-Raman utilizando linha de excitagao em 1064 nm, os suportes utilizados foram
suportes de aluminio para a DOX no estado solido e os tubos de Duran de vidro convencional
para as solugdes e dispersdes. Ja nas andlises por Raman dispersivo, utilizando as linhas de
excitacdo em 785 e 632,8 nm, os suportes utilizados foram, para o estado sélido, laminas de
vidro, e, para as solugdes, suportes plasticos obtidos artesanalmente da tampa de frascos
Eppendorf, ou ainda as amostras foram gotejadas sobre ldminas de vidro e o foco foi obtido
sobre a superficie do liquido por interferometria. Em seguida, os espectros foram coletados e
tratados por software, utilizando as versdes para Windows do préoprio software Opus Bruker
disponivel nos aparelhos, do software Origin Pro 2018, ou ainda através de scripts em Python

3.12 utilizando as versdes Linux dos sofiwares VSCode ou Jupyter Notebook.
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3.7 ESTUDO DO PADRAO SERS DA DOX EM DISPERSAO

As solugdes aquosas de DOX com concentragdes finais variando entre 1 X 10™* ¢
1Xx 1075 mol L™t foram adicionadas, em propor¢do de dilui¢do de 1:9, diretamente as
dispersdes de AuNP e levadas para anélise nas linhas de excitagdo disponiveis. Nas andlises por
FT-Raman, utilizando linha de excitacdo em 1064 nm, os suportes utilizados foram os tubos de
Duran de vidro convencional para as solugdes e dispersdes. Ja nas analises por Raman
dispersivo, utilizando as linhas de excitagdo em 785 e 632,8 nm, os suportes utilizados foram
os suportes plasticos obtidos artesanalmente da tampa de frascos Eppendorf.

Para a andlise na presenc¢a dos modificadores de superficie, as solu¢des aquosas de
DOX com concentragdes finais variando entre 1x10™* e 1Xx 107> molL™! foram
adicionadas as AuNP na proporg¢ao de diluicao de 1:9. O estudo na presenc¢a dos modificadores
de superficie envolveu a adi¢do das solugdes dos modificadores as nanoestruturas, respeitando
as concentracdes finais apresentadas na sessdo 3.2 e a propor¢do de dilui¢do acima, e, em
seguida, foram adicionadas as AuNP.

Em seguida, os espectros foram coletados e tratados, por meio de remog¢do da linha
base e, quando necessario, suavizagdo por software, utilizando as versdes para Windows do
proprio software Opus Bruker disponivel nos aparelhos, do software Origin Pro 2018, ou ainda
através de scripts em Python 3. 12 utilizando as versoes Linux dos softwares VSCode ou Jupyter

Notebook.

3.8 SIMULACAO COMPUTACIONAL DAS PROPRIEDADES ELETRONICAS,
VIBRACIONAIS E ENERGETICAS DA DOX

A topologia da DOX foi modelada utilizando a versao Linux do software Gaussview
6. Para isso, partiu-se, como um palpite inicial verossimil de estrutura topologica, dos dados
apresentados sobre a estrutura cristalina do nitrato de doxorrubicina (Mathivathanan et al.,
2018) por meio da substitui¢ao do anion nitrato pelo anion cloreto, uma vez que, durante a etapa
de execucao deste trabalho, o cloridrato de doxorrubicina ainda ndo apresentava elucidagao da
sua estrutura cristalina (Bezzon et al., 2023).

A conformacdo mais estdvel, os dados sobre frequéncias vibracionais, os estados
excitados e a analise da funcao de onda foram obtidos para a DOX usando o nivel de teoria

baseado na teoria do funcional da densidade (density functional theory — DFT), conforme o
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modelo acima, no vacuo, para a espécie DOX.HCI (comumente referida no resto deste trabalho
como DOX, salvo nas sessdes em que a distingdo se faz necessaria), que apresenta carga 0 e
multiplicidade de spins 1; para a espécie obtida DOXH", obtida mediante a supressio do dnion
CI'! do cloridrato, que apresenta carga +1 e multiplicidade de spins 1; e para a DOX neutra,
obtida pela completa supressao do HCI da por¢do daunosamina, que apresenta carga zero e
multiplicidade de spins 1.

Para isso, utilizou-se o funcional hibrido B3LYP, composto pelas partes do funcional
de troca de trés parametros B3 e a energia de correlacao LYP. Além disso, utilizou-se o conjunto
de bases gaussianas simples-zeta 6-31+G(d,p), com a adi¢do de um conjunto de fungdes difusas

(+) e de polarizacao para os atomos hidrogenoides (p) e ndo-hidrogenoides (d).

3.9 ESTUDO DO PADRAO SERS DA DOX EM FILMES FINOS

A adsorcdo da DOX na superficie das nanoestruturas de Au em filmes
nanoestruturados foi estudada através da obtencdao de filmes baseados na técnica de drop
casting (ou dip coating). As dispersdes nanoestruturadas foram preparadas, inicialmente,
conforme descrito na sessdo 3.5. Em seguida, algumas gostas dessas dispersdoes foram
adicionadas a laminulas de vidro pré-limpas com agua régia (3:1, HCI:HNO3) e devidamente
secas. As laminas modificadas foram levadas a estufa a vacuo por cerca de 30 minutos, até
ocorrer a remog¢do completa do solvente. Em seguida, as laminas foram levadas a analise
utilizando os microscopios confocais Raman acoplados aos espectrometros, em que o ponto de
foco utilizado foi o foco visualmente determinado na superficie dessas laminas. Os espectros
foram obtidos em grids; 64 (8x8) pontos na analise usando espectrometro FT-Raman com
comprimento de onda de excitagdo em 1064 nm, e 100 (10x10) pontos na andlise usando
espectrometro Raman dispersivo com comprimento de onda de excitagdo em 632,8 nm. Em
seguida, os espectros obtidos foram tratados por software conforme metodologia descrita na

sessao 3.5.

3.10 SIMULACAO SISTEMAS-MODELO DE ADSORCAO EM CLUSTERS DE Au

Os sistemas nanoestruturados compostos pelos farmacos antineopldsicos adsorvidos
na superficie das nanoestruturas de ouro foram comparados com os sistemas simulados

computacionalmente para modelos de clusters simples.
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O modelo mais simples de adsor¢ao envolveu a complexacao da espécie resultante da
remocdo de um proton da porgio antraquindnica da DOX, DOX!, e envolveu a modelagem da
adsorgdio através da descrigio da DOX!' pelo método citado anteriormente, B3LYP/6-
31+G(d,p), e um cation Au*! modelado através do uso do potencial de caroco efetivo (effective
core potential — ECP) e bases explicitas na camada de valéncia LanL.2DZ. Para esse modelo,
foram obtidas as geometrias de equilibrio, energias, frequéncias vibracionais, superficies de
potenciais eletrostaticos, orbitais moleculares canonicos, perfil de excitagdo eletronica e os
orbitais naturais de transicao (natural transition orbitals — NTO) associados a esse perfil
eletronico.

O modelo mais simples de adsor¢do utilizando Au® envolveu a complexagio de um
dimero Au as espécies cloridrato de DOX (DOX.HCI) em sete diferentes sitios de adsorcao
baseados na densidade eletronica local dessa espécie; e das espécies DOXH' ¢ DOX neutra,
resultante da remog¢ao de um préton da por¢do daunosamina e da remocgao do acido cloridrico,
respectivamente. A modelagem das espécies derivadas da DOX se deu pelo método citado
anteriormente, B3LYP/6-31+G(d,p), e os dimeros Au, foram modelados através do uso do ECP
LanL2DZ. Para esse modelo, foram obtidas as geometrias de equilibrio, frequéncias
vibracionais, e as energias envolvidas.

O modelo mais complexo de adsorcio utilizando Au® envolveu a complexagio de um
cluster Aug as espécies cloridrato de DOX utilizando o dado energético mais favoravel obtido
para o dimero Au, e transcorreu utilizando o método mencionado anteriormente. Para esse
modelo, foram obtidas as geometrias de equilibrio, frequéncias vibracionais, superficies de

potenciais eletrostaticos e as energias envolvidas.
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4 RESULTADOS

As proximas sessoes apresentam os resultados obtidos para as sinteses, adsor¢ao dos

modificadores de superficie, caracteriza¢ao espectroscopica e tedrica.

4.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS NANOESTRUTURAS METALICAS

As nanoestruturas de ouro (AuNP) foram sintetizadas pelo método imido, conforme
descrito por Creighton e colaboradores (Creighton; Blatchford; Albrecht, 1978), que consiste
na reducio do sal de ouro na forma de uma solugio aquosa (HAuCls, 0,0025 mol L™, 10 mL),
tetracloroaurato de hidrogénio, através do uso de uma solug¢ao aquosa de boroidreto de sodio
(NaBH4, 0,001 mol L', 30 mL), resultando em uma dispersio coloidal com volume final de 40
mL. As sinteses transcorreram em banho de gelo e, ao final, uma solu¢ao de citrato de sodio foi
adicionada a mistura (NazCsO7Hs, 300 puL, 1 % m/v). A adicdo de citrato de sodio ao final da
sintese, em concentragdo baixa, contribui para maior estabilidade do coloide nas condi¢des de
aclimatagdo necessarias para a conservacao, sem comprometimento das propriedades coloidais
(Filgueiras et al., 2017). As dispersdes de nanoestruturas metalicas obtidas por via imida, em
especial as de prata e ouro, respeitam um regime cinético de duas etapas, envolvendo uma etapa
de nucleagao, na qual o sal de ouro forma pequenas estruturas de poucos nanometros, que depois
coalescem em estruturas maiores ao longo da evolucdo temporal (Polte et al., 2012, 2010).
Além disso, a reagdo de reducdo com o anion boroidreto (BH4") utiliza uma propor¢ao nao
estequiométrica desse reagente, uma vez que o BH4™ reage também com a agua, provocando o
aparecimento de bolhas e cavitagdes que podem ser explicadas pela rea¢do de formacgdo e

evolugdo do hidrogénio a partir da 4gua, conforme a equacao 16.

Equacdo 16 — Reagdo de oxirredugdo da d4gua com o anion boroidreto

BHq (aq) + 4 H20(1) — B(OH)s"(aq) + 4 Ha(g)

A formacdo de bolhas de gases, que ocorre como um produto dessa reagdo
concomitante a reducdo metélica pode interferir no indice de refracdo da dispersdo metalica,
influenciando a obtencdo de dados espectroscdpicos acerca da dispersdo e dos regimes de
adsor¢do. Assim, para evitar essa interferéncia e reduzir a influéncia do meio fortemente

redutor, as dispersdes permaneceram por 12 horas em temperatura ambiente (~21 °C) apos a
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adicao da solug¢dao de Na3CsO7Hs, visando favorecer a evolucao da reagdo de oxirredugao,
garantir que a maior parte do BH4™ se encontre na forma de B(OH)4", e o consequente aumento
da concentragdo efetiva de nanoestruturas metélicas. A figura 5 apresenta um esquema da

sintese das dispersdes coloidais de AuNP.

Figura 5 — Esquema da sintese de via imida das AuNP baseada na metodologia de Creighton

(1973) utilizada nesse trabalho

NaBH,
0,001 mol L™, 30 mL,

gota a gota I
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sob refrigeracdo

HAuCly
00025 mol L, 10 mL

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

4.1.1 Espectroscopia de absorcio eletronica na regiao UV-VIS-NIR

A metodologia de Creighton (CREIGHTON, 1973) ligeiramente modificada fornece
coloides altamente reprodutiveis, com maximo de absorcao eletronica variando entre 510 e 535
nm. Um trago marcante das dispersdes coloidais obtidas utilizando-se boroidreto como agente
redutor € a continua e rapida evolucao do coloide nas primeiras horas ao final da sintese, com
a concomitante formagdo de cavidades de ar resultante de reagdes redox da dgua do meio
reacional (equacdo 16). Essas reacdes alteram as propriedades dpticas do meio, como o indice
de refracdo, e dificultam a realizacdo de analises mais longas. Além disso, o meio fortemente
redutor, com excesso de boroidreto, resulta em dispersdes eletronicamente diferentes para

aliquotas obtidas em tempos distintos conforme apresentado na figura 6.



57

Figura 6 — Espectros de absorcao eletronica na regido UV-VIS-NIR de (a) AuNP logo apods a
sintese e (b) 24 horas ap0s a sintese, armazenado em frasco ambar, na temperatura ambiente

(~21 °C). Espectro realizado em cubeta de quartzo com caminho optico de 1 cm
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Assim, optou-se por deixar o coloide evoluir por 12 horas em temperatura ambiente
(~21°C), o que culminou no aumento da intensidade das bandas de absorcao eletronica por toda
a extensdo da regido visivel, em especial do maximo de absor¢ao eletronica, localizado em ~520
nm, que pode ser atribuido aos intervalos de distribuicdo de parcelas menores da distribui¢ao
de tamanhos, e do fundo na regido entre 640 e 800 nm, que pode ser atribuido a formacao de
particulas ou agregados maiores. Apos 12 horas, minimizou-se também a formacao de bolhas.
Estes resultados indicam a obtengdao de uma dispersdao coloidal com uma distribui¢do
controlada, mas ampla, de tamanhos estruturais, e possivelmente bidispersa. Esse fato foi
posteriormente confirmado através de andlises das medidas de espalhamento dindmico de luz
por espectroscopia de correlacao de fotons (DLS — Dynamic Light Scattering). Nessa técnica,
o tamanho das nanoestruturas pode ser aproximado através da medida do espalhamento da luz
plano-polarizada e aproximadamente monocromatica que incide sobre as dispersdes. Assim, o
tamanho das nanoestruturas pode ser aproximado pelo tamanho de sélidos de revolugdo tedricos
criados pela adicdo do diametro das nanoestruturas e da dupla-camada elétrica que as envolve.

Esses resultados tendem a superestimar os tamanhos das nanoestruturas, mas, em geral, as



58

distribui¢cdes seguem padrdes verossimeis e condizentes com uma primeira aproximagdo. A

figura 7 apresenta os histogramas de tamanho obtidos através dessa técnica.

Figura 7 — Histogramas de tamanhos das AuNP obtidas. Intensidade do espalhamento (a), e

numero de espalhadores (b)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Os resultados apresentados na figura 7 (b) indicam que a dispersdo coloidal apresenta
duas distribuicdes, centradas em tamanhos de aproximadamente 10 e 40 nandmetros,
respectivamente. O espalhamento, no entanto, ndo € isondmico, com as menores parcelas da
segunda distribui¢do correspondendo a maioria absoluta do espalhamento observado na figura
6 (a). De acordo com a teoria de Mie, para um mesmo comprimento de onda, particulas um
pouco maiores sdo, de fato, responsaveis pela maior parcela do espalhamento. Assim, essa

sintese forneceu dispersdes com ampla faixa de tamanhos, o que permitiu seu uso como
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substrato SERS ressonante em diferentes radiagdes incidentes no visivel e no infravermelho

proximo.

4.1.2 Doxorrubicina

A estrutura da DOX ¢ composta pela condensacdo de duas estruturas principais. A
primeira delas € a estrutura da antraquinona, representada por I na figura 7 (a). Esse grupo € o
grupo eletronicamente mais importante da DOX, pois corresponde ao principal grupo
cromoéforo dessa molécula. O segundo grupo, representado por Il na figura 7 (a), corresponde
a um anel hexose modificado, a daunosamina. E possivel notar que, estruturalmente, a
antraquinona apresenta caracteristicas de um grupo cromoforo principal. Essa estrutura
apresenta um conjunto de trés anéis conjugados e em ressonancia, como em um antraceno. No
entanto, essa estrutura também é modificada por grupos capazes de doar e retirar elétrons do
sistema ressonante. Assim, o esqueleto planar da DOX apresenta uma grande nuvem 7
conjugada, com a adi¢do ainda dos orbitais dos heteroatomos modificadores paralelos ao plano
da antraquinona. A figura 8 (b) apresenta a estrutura da DOX com os atomos numerados,

conforme utilizada como palpite inicial de geometria molecular.
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Figura 8 — Estruturas da DOX. (a) Estrutura quimica evidenciando os grupos I antraquinona e

IT carboidrato, e (b) estrutura gerada computacionalmente e utilizada como input nos calculos

de simulagao

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A DOX é um farmaco levemente solavel em agua (kPs 2,01x10° mol L), de modo
que a faixa de concentragio das solucdes aquosas utilizadas neste trabalho variou entre 1x1073
e 1x107° mol L"!. Em solucdo aquosa, o espectro de absorcio eletronica da DOX apresenta uma
unica banda com méximo de absorg¢ao eletronica em 481 nm, € por ombros na envoltoria dessa
banda, conforme pode ser observado na Figura 9 (a). O espectro de absor¢ao eletronica da DOX
no vacuo foi também obtido utilizando a estrutura demonstrada na figura 9 (b), para efeitos de

comparagao e atribuicao das transi¢des observadas.
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Figura 9 — Espectros de absor¢io eletronica (a) de uma solugdo aquosa de DOX (1x10™* mol
L") e (b) simulado no vacuo. Inset: orbitais naturais de transicdo (I) do estado fundamental e

(IT) do estado excitado. Espectro obtido na temperatura ambiente (~21 °C), em cubeta de

quartzo com caminho 6ptico de 1 cm
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A absorcao eletronica deste farmaco em solugdo ¢ amplamente dominada pelo grupo
antraquinona, conforme demonstrado nos fragmentos apresentados no inset da figura 9. O
fragmento I apresenta os orbitais naturais de transi¢do (natural transition orbitals - NTO) do
estado fundamental e o fragmento II apresenta os NTO do estado excitado envolvidos na
transi¢do eletronica. Orbitais naturais de transicdo baseiam-se na metodologia de Lowdin, e sdo

amplamente utilizados para condensar orbitais envolvidos em transi¢cdes eletronicas que
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envolvem muitos orbitais moleculares candnicos através do uso de conjuntos de bases
ortogonalizadas proprias. A transicdo eletronica escolhida no espectro simulado foi a que
apresentou a maior forca de oscilador, com f = 0.2837, e que envolve basicamente os orbitais
HOMO e LUMO da DOX. Todas as outras transi¢cdes apresentaram for¢ca de oscilagao
correspondente a 10 % ou menos da transicao principal e foram desconsideradas. Além disso,
a ocupancia dos orbitais observados na transi¢ao foi de 0.99, indicando que a transi¢cdo ocorre
quase que unicamente envolvendo esses dois orbitais de interesse, localizados em planos
paralelos ao plano que contém a antraciclina. E notavel ainda que o méaximo da banda de
absor¢ao eletronica localiza-se exatamente sobre o comprimento de onda de 481 nm. Assim,
muito embora a simulagdo UV-VIS seja altamente dependente do protocolo usado,
principalmente das funcdes de base, ndo ¢ possivel desconsiderar que a simulagao utilizando as

bases de Pople parece adequada para a simulagio de espectros de absor¢cdo UV-VIS da DOX.

4.2 ADSORCAO DE MODIFICADORES NA SUPERFICIE DAS AuNP

As nanoestruturas metalicas apresentam uma rica quimica de superficie. Porém, ¢é
necessario o dominio do uso de modificadores de superficie para ter controle adequado desta
quimica, ¢ muitas vezes as propriedades Opticas ¢ a estabilidade dos sistemas coloidais sao
sacrificados na tentativa de adsorver moléculas que desestabilizam a dispersao. Além disso,
técnicas como a espectroscopia SERS dependem, dentre outros fatores, da proximidade das
moléculas analisadas a superficie metalica do substrato, o que muitas vezes, porém, acontece
em diferentes regimes cinéticos, juntamente do processo de agregagdo coloidal, evidenciando
ainda mais a necessidade de controle do que se adsorve na superficie.

Neste trabalho utilizou-se solugdes aquosas dos modificadores de superficie KCI1, HCI)
e B-ME em diferentes faixas de concentracdo final em concentracdes variadas, para entender,
através de monitoramento da banda de absor¢do eletronica das dispersdes metdlicas via
espectroscopia de absorcdo eletronica na regidao UV-VIS-NIR, o regime cinético de absorgao

na superficie.

4.2.1 Doxorrubicina

Apesar da alta disponibilidade de doadores de elétrons evidenciada pela estrutura do
farmaco exposta na figura 8§ (a) e, seguindo o esquema mostrado na figura 8 (b), contendo os

atomos de oxigénio (atomos 1, 2, 3, 5, 6, 8, 10, 11, 12, 14 e 16) e o 4tomo de nitrogénio do
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carboidrato (atomo 17), a DOX induz baixa agrega¢ao, o que resulta em adsor¢do escassamente
aprecidvel nas nanoestruturas tais quais sintetizadas, contendo na superficie apenas borato
resultante da redugdo do ouro pelo boroidreto e citrato adicionado ao fim da sintese. Este fato
pode ser parcialmente racionalizado levando-se em conta a possibilidade da existéncia de uma
estrutura quasiaromatica que envolve um equilibrio entre os anéis da antraquinona contendo os
atomos de oxigénio 2, 3, 8 e 10, juntamente com os atomos de hidrogénio 4 e 9 (Gautier et al.,
2013). A formagao da estrutura quasiaromatica pode reduzir a energia livre da estrutura final
por ressonancia, resultando em maior estabilidade e maior rigidez do esqueleto antraquinonico.

De maneira similar, o 4&tomo de nitrogénio, 17, em solu¢do aquosa, participa do
equilibrio 4cido-base resultante do acido cloridrico que forma a espécie cloridrato e, portanto,
possui seu proprio equilibrio e estabilidade a serem avaliados.

Ademais, o fragmento carboidrato pode existir tanto na conformagao barco quanto na
conformacao cadeira, além de estar ligado ao anel ndo-conjugado do esqueleto antraquindnico,
que possui certa liberdade conformacional, por uma ligagdo simples. Assim, a liberdade de
movimento desse grupo resulta em alta liberdade conformacional, o que acaba contribuindo
para que haja alto impedimento estérico nas regides que contém os atomos de oxigénio 1, 2, 3,
5,6 ¢ 16. A figura 10 apresenta os espectros de absor¢ao eletronica da DOX em meio coloidal.

A figura 10 permite observar a estabilidade das dispersdes ap6s a adicdo de DOX na
concentracio final de 1x10™* mol L. E possivel afirmar que a agregacio induzida em uma
janela de uma hora foi potencialmente a mesma, e ndo ¢ possivel observar grandes mudangas
nesse periodo. Todavia, ao comparar-se a série de espectros obtidos temporalmente com a soma
do espectro da DOX, figura 10 (a), com o espectro das AuNP, figura 10 (b), resultando no
espectro (d) da figura 10, € possivel observar uma janela, entre 511 e 700 nm, que apresenta um
aumento na absor¢do eletronica em uma regido que compreende as absor¢des do coloide e do

farmaco, indicando a ocorréncia da adsor¢do molecular na superficie metalica.
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Figura 10 — Espectros de absor¢ao UV-VIS-NIR nao modificados (a) solu¢do aquosa de DOX
(1x10* mol L), (b) AuNP puras em dilui¢io aquosa 9:1, (c) AuNP e DOX na concentragio
final de 1x10™* mol L™, na propor¢do 9:1, em 51 espectros obtidos consecutivamente durante

uma janela de uma hora (1.17 minutos de tempo médio de aquisi¢do), e (d) soma dos
espectros a e b. Todos os espectros foram obtidos em temperatura ambiente (~21 °C) e cubeta

de quartzo com caminho optico de 1 cm
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

No entanto, para a obtencao de um substrato SERS que apresente sinal também com o
uso de radiacdes menos energéticas, mais penetrantes, € que se distanciam das condi¢des de
ressonancia que podem ocorrer quando se usa radiagdes proximas a janela de transigdes
eletronicas da molécula, € necessario buscar a adi¢ao de modificadores de superficie que levem
a condicdo de ressonancia com o plasmon localizado de superficie em regides mais deslocadas

para a regido do vermelho.

4.2.2 Adigao de soluciao de p-ME

A molécula de B-ME faz parte de um grupo de modificadores amplamente utilizados
nos trabalhos envolvendo a quimica de superficie de nanoparticulas metélicas (Marques et al.,
2018). O atomo de enxofre do grupo tiol apresenta uma elevada afinidade por superficies

metalicas de prata e ouro, e ¢ capaz de abstrair o proton para o meio coloidal e ligar-se
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fortemente a superficie molecular. Somado a isso, o grupo alcool na outra terminacdo da
molécula apresenta afinidade alta com a 4gua e compostos capazes de formar interagdes
baseadas em dipolo, o que pode afetar significativamente a dupla camada elétrica que envolve
as nanoestruturas, possibilitando a modificacao da superficie através da ancoragem baseadas
neste tipo de interacdo. Com o intuito de utilizar as nanoestruturas em analises de
espectroscopia SERS nas radiacdes 633, 785 e, se possivel, 1064 nm, adicionou-se diferentes
concentragdes de B-ME a dispersao coloidal e monitorou-se a evolu¢ao da banda de absor¢ao
eletronica relacionada ao plasmon localizado de superficie durante intervalos de uma hora, nos
quais as medidas foram obtidas com periodo de aproximadamente 1 minuto. Buscou-se, com
isso, favorecer a formacao de agregados maiores através de uma cinética controlada de adsorc¢ao
do B-ME. A possibilidade da avaliagdo das interagdes dipolo-dipolo e ligagdes de hidrogénio,
principalmente com os atomos de oxigénio da DOX poderiam afetar a distribuicdo de estados
energéticos observaveis, principalmente através de mudangas na topologia assumida pelo
farmaco na superficie das nanoestruturas. A figura 11 apresenta a estrutura do B-ME e
representa de forma simplificada o tipo de interagdo esperada entre esse modificador, que perde

o préton do grupo tiol para se coordenar a superficie metélica, e o farmaco.

Figura 11 — Formula estrutural do B-ME (a) e estrutura da interacdo Au-f-ME-DOX esperada

(a)
H\S/\/O\H

JH R
O/' \‘o/
(b) —S/\/ \H"/

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Pode-se ainda relacionar o regime cinético que governa a adsor¢do de moléculas na
superficie (que também envolve a agregacdo das nanoestruturas) a consequente mudanga de
cristalinidade e a passagem da dimensao nanométrica para a micrométrica, além da decorrente
perda das propriedades Opticas dependentes da forma e tamanho das nanoestruturas. A figura
12 apresenta os espectros obtidos para seis concentragdes de B-ME, variando entre 1 X 1076 ¢
1x 10" mol L1,

Os espectros apresentaram diferentes regimes de agregacdo para cada concentracgao.
Nas concentra¢des mais altas, 1 X 107¢ e 1 X 1077 mol L™ (figura 12 (a) e (b)), é possivel
notar uma rapida evolugao da banda LSPR, com o deslocamento do maximo de absor¢ao de
~520 nm para ~600 nm em um intervalo médio de 2 a 5 minutos. Tal aumento ¢ um indicativo
da répida formacao de aglomerados nanoestruturados maiores em ressondncia com a radiagao
deslocada para o vermelho. Essa mudanga ocorre ainda em par com um aumento da linha-base
em cada um dos espectros, indicando também o aumento da turbidez caracteristica da formagao
de espécies micrométricas. Nos espectros finais da série temporal, o estado das dispersdes ja €
composto praticamente por espécies nas dimensdes micro ou milimétrica, com ressonancia de
plasmon localizado fora da regido do visivel. E possivel notar ainda que nas regides do visivel
mais deslocadas para o vermelho e infravermelho proximo ndao hd aumento aparente de
absorcao, indicando que embora a nessas concentracdes de f-ME dispersdo possa dar origem a
um substrato proprio para andlise com linhas laser menos energéticas, a rapida coalescéncia
possivelmente tornaria inviavel a obtencdo de espectros reprodutiveis em tempo habil.

De maneira oposta, para as concentragdes menores (figura 12 (e) e (f)) -1 x 10710 ¢
1 X 10~ mol L™t — é possivel observar uma evolu¢do muito lenta, sem modificacio aparente
e, portanto, sem a formagao dos agregados em tempo rapido o suficiente para a obtengao pratica
dos espectros.

Os melhores regimes cinéticos para a obtencdo de espectros foram obtidos nas
concentragdes 1 X 1078 e 1 X 10™°mol L™, mostrados na figura 12 (c) e (d). E possivel
observar a rapida formagdo de agregados em ressonancia com as radiagdes deslocadas para o
vermelho. A dispersdo em que foi adicionado B-ME na concentragdo final de 1 X 10™8mol L1
apresentou coalescéncia mais rapida, enquanto a dispersao com o modificador na concentragao
final de 1 X 10~°mol L™ permaneceu estavel durante toda a analise, indicando a possibilidade

de realizacdo de analises mais lentas.
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Figura 12 - Espectros UV-VIS-NIR das dispersdes coloidais AuNP com adi¢ao de B-ME nas
concentragdes finais de (a) 1x10° mol L', (b) 1x107 mol L™, (c) 1x10® mol L™, (d) 1x10”°

mol L', (e) 1x10'° mol L' e (f) 1x10™!! mol L', Espectros obtidos em cubeta de quartzo com

caminho 6ptico de 1 cm, em temperatura ambiente (~21 °C), em propor¢ao

coloide:modificador de 9:1
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Concomitantemente, as concentracdes de 1 X 1078 ¢ 1 X 10 mol L' sdode 3 a 5
ordens de grandezas menores do que as concentragdes de DOX utilizadas neste trabalho, de
modo que ¢ possivel, de forma conveniente, esperar que o0s espectros apresentem
predominantemente o padrao de bandas da espécie no estado mais concentrado em solugdo, ou
seja, da DOX. E possivel ainda que, para anélises em substratos SERS secos em ldmina de
vidro, seja possivel identificar, através do espectro SERS, espécies interagindo com o

modificador de superficie se o nimero de pontos e medidas for grande o suficiente.

4.2.3 Adic¢ao de solucao de KCl

O KCl ¢ um sal inorganico amplamente utilizado como modificador de superficie,
principalmente nos casos em que a rapida agregacdo se faz necessaria e imprescindivel.
Diferentemente do B-ME, este sal ¢ um eletrélito forte, ou seja, quando em solugdo encontra-
se completamente dissociado nas espécies hidratadas anion cloreto e cation potassio, K'(aq) e
CI'(aq), sendo esse ultimo o anion responsavel pela agregagdo das nanoestruturas. Sabe-se que
o cloreto apresenta elevada afinidade pela superficie metalica, em particular a superficie de
ouro, sendo capaz de formar interacdes fortes de carater eletrostatico através da doagdo de
densidade eletronica para o reticulo do metal. Em termos de estruturas de bandas, as
nanoestruturas apresentam um carater intermediario entre o metal de estrutura cristalina
estendida (bulk) e o metal atdmico, com separagdo clara entre as bandas de conducao e de
valéncia, mas ndo tdo pronunciada como nos orbitais atomicos do Au. A aproximagdo da
espécie Cl°, que possui elevada razdo carga-raio, tem o efeito de distorcer a estrutura de bandas
do ouro nanoestruturado, levando a uma reducdo da entdo alta energia livre de Gibbs de
superficie. Como resultado, coloides metalicos de Au, Ag e Cu tendem a formar agregados de
particulas de forma muito rapida e irreversivel a partir da adicdo de uma solugdo de KCl a
dispersdo. No regime de baixas concentragdes, no entanto, esse efeito € controlavel, permitindo
labilidade sobre as interagdes e sobre a quimica de superficie das nanoestruturas. Buscou-se,
com isso, atingir a condi¢ao de andlise que favorecesse a formacdao de interagdes ion-ion,
principalmente com o 4&tomo de nitrogénio do cloridrato de DOX; através da troca da espécie
positiva entre o cloreto da solugdo — oriundo do cloridrato de DOX — e o cloreto adicionado,
localizado majoritariamente na superficie das nanoestruturas, objetivando-se a ancoragem do
farmaco na superficie. A figura 13 apresenta a estrutura da interagdo esperada entre o ouro, o

cloreto e a DOX.
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Figura 13 — Estrutura da interagdo Au-CI'-DOX esperad

Cl HN

HO

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Buscando entender o regime cinético de agregagdo e inferir a realizagdo de analises
nas linhas laser disponiveis, adicionou-se diferentes concentragdes de uma solucao aquosa de
KCI a dispersdo coloidal e monitorou-se a evolugdo da banda LSPR em janelas de uma hora,
com periodo de obtencdo de 1 minuto. A figura 14 apresenta os espectros obtidos para trés

concentracdes de solugdes de KCI, variando entre 1 X 1071 e 1 x 10™3mol L.
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Figura 14 - Espectros UV-VIS-NIR das dispersdes coloidais de AuNP com adi¢ao de solucao
aquosa de KCl nas concentracdes finais de (a) 1x10™! mol L}, (b) 1x102 mol L™, e (c) 1x1073
mol L. Espectros obtidos em cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1 cm, em

temperatura ambiente (~21 °C), em proporc¢ao coloide:modificador de 9:1
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A adicao de KCI levou a resultados que apresentam alguma similaridade com os
anteriores. E possivel observar a rapida coalescéncia do coloide na concentragdo mais alta
adicionada (1 x 107 mol L™1, figura 14 (a)), com o consequente aumento do fundo de
espalhamento causado pela dispersdo da luz de nanoparticulas maiores, e passagem para fase
solida, com rapido aumento da turbidez e formacdo de sobrenadante. Porém, para as
concentragdes 1 X 1072 e 1 x 1073 mol L™ (figuras 14 (b) e (c)), embora a coalescéncia seja
ainda rapida, ¢ possivel observar o surgimento de uma segunda banda de absorcdo eletronica
deslocada para a regido do vermelho, juntamente da diminui¢cdo da intensidade da banda de

absor¢do principal, localizada em torno de ~520 nm. Essa relagdo ¢ um indicativo de rapido
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consumo de nanoestruturas menores, favorecendo a formacao de agregados em ressonancia
com as radiacdes menos energéticas, constituindo, assim, estratégias viaveis para a realiza¢ao
de andlises mais lentas e uma possibilidade real de utilizar as variadas concentragdes para se

obter espectros SERS em todas as linhas de excitagdo disponiveis.

4.2.4 Adicao de solucao de HCI

As solugdes de acido cloridrico sdo conhecidas modificadoras de superficie por agir
tanto como doadores de cloreto para a dispersdo, quanto como substrato para a alteragdo do pH
nas analises. Tais possibilidade fornecem excelentes recursos para as analises de espécies
zwiteridnicas e para analisar vibracionalmente espécies que apresentam varios grupos acidos e
basicos, constituindo assim um meio de obter experimentalmente dados estruturais que variam
em fungdo dos pK das espécies. O HCI é um acido forte, cedendo completamente seu proton
para o meio e formando a espécies hidratada Cl(aq), responsavel pela agregacao das
nanoestruturas. Assim, diferentes concentragdes desse acido foram adicionadas; monitorou-se
a evolucao da banda LSPR em janelas de uma hora, com periodo de obten¢ao de 5 a 10 minutos.
Buscou-se, com isso, além de variar o pH, favorecer e alterar a formagao de interagdes ion-ion,
principalmente com o dtomo de nitrogénio do cloridrato de DOX e o cloreto adicionado,
localizado majoritariamente na superficie da nanoestrutura. A figura 15 apresenta os espectros
obtidos para trés concentragdes de solu¢des de HCI, variando entre 1X 1072 e

1x10 % mol L1
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Figura 15 - Espectros UV-VIS-NIR das dispersdes coloidais AuNP com adi¢ao de solugao
aquosa de HCl nas concentragdes finais de (a) 1x102 mol L', (b) 5x107 mol L™, (¢) 1x107
mol L' e (d) 1x10* mol L', Espectros obtidos em cubeta de quartzo com caminho dptico de

1 cm, em temperatura ambiente (~21 °C), em proporc¢ao coloide:modificador de 9:1
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O HCI apresenta um comportamento similar ao que foi observado para o KCI. E
possivel observar a rapida coalescéncia dos coloides; logo apds a adi¢do do modificador de
superficie, ocorre diminui¢do da intensidade da banda de absor¢do do coloide, concomitante a
um aumento da linha base e a formagdo de uma banda de absor¢do na regido de maior
comprimento de onda. Os coloides agregaram rapidamente para as trés primeiras
concentragdes. Para a concentragio de 1 X 10™* mol L™ (figura 15 (d)), ndo se observou
nenhuma das mudangas previamente descritas, o que sugere que nessa concentragdo o acido
cloridrico j4 n3o possua atividade como modificador de superficie. Uma solu¢do na
concentragio de 1 X 10™* mol L™ possui pH 4, enquanto as dispersdes de AuNP, modificadas

na proporcao 1:9, possuem pH aproximado entre 4 ¢ 5.
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E possivel utilizar o acido cloridrico como modificador de superficie para obtengdo de
espectros SERS, porém a baixa estabilidade e rapida coalescéncia do substrato ¢ um impeditivo
para que este substrato seja utilizado em andlises mais longas nas radiagdes 785 ¢ 1064 nm,

uma vez que as condi¢des de ressonancia podem estar sendo ultrapassadas rapidamente.

4.3 ESPECTROSCOPIA RAMAN E SERS

A avaliagdo dos resultados obtidos com as diferentes concentragdes de modificadores
de superficie forneceu dados de alta confiabilidade sobre os regimes cinéticos de adsor¢ao de
moléculas no substrato metalico e de agregacdo das nanoestruturas. Estes dados sdo de suma
importancia para a realizagao de analises de espectroscopia SERS, uma vez que, para que haja
a intensificagdo do sinal, o substrato SERS deve possuir propriedades que dependem do
tamanho e da forma das nanoestruturas metalicas, e tais propriedades devem ser conservadas
apos a adigdo dos modificadores de superficie, uma vez que a intensificagao do campo elétrico
local, gerada pela ressonancia do plasmon de superficie localizado, decai com a distancia.

Além disso, para que uma correta atribuicdo das bandas observadas através das
andlises SERS seja realizada, ¢ necessario conhecer os espectros Raman das moléculas
envolvidas na analise experimental e, se possivel, teoricamente. As proximas sessdes
apresentam os resultados da espectroscopia Raman experimental e atividade Raman simulados
computacionalmente para a DOX isolada no véacuo, seguidas pelos resultados de espectroscopia
SERS obtidos utilizando as dispersdes AuNP, a DOX como molécula-sonda e alguns

modificadores de superficie.

4.3.1 Doxorrubicina experimental e simulado

O cloridrato de DOX ¢ um solido vermelho-alaranjado, com a principal banda de
absor¢do no visivel definida em uma janela entre 420 e 580 nm, com méaximo de absor¢do na
regido do ciano, conforme apresentado na figura 9. Assumiu-se, entdo, que a molécula nao
apresentaria ressonancia em nenhuma das trés radiagdes Raman disponiveis para analise, isto
¢, em 1064, 785 e 633 nm. Na pratica, contudo, observou-se um forte efeito de pré-ressonancia
na obtencao dos espectros ao se utilizar a radiagdo de comprimento de onda 633 nm, o que nao
permitiu a observacao das bandas Raman da DOX sdélida utilizando essa radiagdo pela presenca

de um forte fundo de emissdo, e exigiu a correcdo da linha-base mesmo para a solugdo com
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concentragdo variando entre 107 e 10 mol L. Mesmo em solugio, a DOX apresenta forte
fundo de emissdo, o que ¢ uma evidéncia da ocorréncia de transi¢cdes envolvendo estados
eletronicos virtuais proximos a estados eletronicos proprios da molécula.

Por conveniéncia, apresenta-se aqui apenas os espectros Raman com a maior
concentragdo, uma vez que estes espectros possuem a maior razao sinal/ruido. Estes espectros

podem ser observados na figura 16. Todos os espectros passaram por corre¢ao de linha-base.
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Figura 16 — Espectros Raman da DOX soélida em (a) FT-Raman, 1064 nm, 1000 mW, 512
scans, obtido em tubo de Duran; (b) Raman dispersivo, 785 nm, 25 mW, 3 acumulagdes com
50 segundos de aquisi¢dio, obtido em Iamina de vidro; (¢) DOX em solugdo aquosa (1x107
mol L") em Raman dispersivo, 633 nm, 20 mW, 3 acumula¢des com 30 segundos de
aquisi¢ao, obtido em suporte de plastico, e (d) Atividade Raman simulada no nivel de teoria

DFT, com funcional e base B3LYP/6-31+G(d,p)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Em geral, os espectros Raman da DOX solida sdo espectros bem resolvidos e bem

definidos em todas as regides. Na figura 16, a maior discrepancia se da principalmente pela
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apresentacao do espectro da solucao aquosa de DOX com a radia¢ao de 633 nm (figura 16 (c)),
que apresenta bandas alargadas e compostas por envoltorias largas, engendrando em seu interior
bandas menores que sdo bem resolvidas com as outras radiagdes excitantes. Este fato, no
entanto, ¢ esperado, uma vez que a multiplicidade de interagcdes que ocorrem entre o solvente,
a agua, e o soluto altera sensivelmente as populagdes de estados vibracionais da DOX, uma vez
ainda que a solu¢ao tende a estados termodinamicos de menor potencial quimico, e tal redugao
se da, dentre outros fatores, pela variacdo da entalpia das ligagcdes quimicas ao sofrer
alargamento ou encurtamento devido as interagdes com o solvente.

Os espectros obtidos com radiagdo em 1064 e 785 nm (figuras 16 (a) e (b)) apresentam
varias similaridades e, quando observados principalmente em sua regido mais baixa € possivel
notar a mesma intensidade entre as bandas. As diferengas, todavia, comecam a aparecer para as
vibragdes mais energéticas, principalmente a partir de 1200 cm™'. Nesta regidio, que compreende
majoritariamente vibragdes do anel que envolvem heteroatomos, como os atomo de oxigénio,
e vibragdes envolvendo certos dobramentos que também envolvem heteroatomos. O conjunto
de bandas que aparece na regido compreendida entre 1462 e 1426 cm’! nas radiagdes 1064 e
785 nm, e que foi atribuido como formado pelas vibragdes do esqueleto antraquindnico
envolvendo anéis ligados a oxigénio de hidroxila e das quinonas, e envolvendo véarios
dobramentos de carbono e hidrogénio, apresenta maior ressonancia de metaestados para a
radiagdo menos energética. O mesmo comportamento pode ser observado das bandas relativas
as vibragdes puras dos anéis fendlicos, localizadas a partir de 1600 cm™. No entanto, é preciso
cautela para afirmar que este € um caso de ressonancia especifica da molécula com laser, uma
vez que a intensidade Raman depende, dentre outros fatores instrumentais, como as préprias
montagens experimentais utilizadas e da frequéncia da luz incidente, da quarta poténcia da
frequéncia da radiag@o espalhada.

Os modos vibracionais observados para a DOX mostraram-se por vezes muito
complexos para realizar uma decomposi¢cdo simples. Dessa maneira, obteve-se também o
espectro simulado da atividade Raman. Este espectro, apresentado sem corregoes térmicas nem
corregdes de anarmonicidade, possui perfil semelhante aquele observado experimentalmente, o
que permitiu realizar uma tentativa de atribui¢do para somar as atribui¢des disponiveis na

literatura. Este trabalho est4 apresentado aqui, na tabela 2.



Tabela 2 — Atribui¢do-tentativa das bandas Raman observadas nos espectros da DOX, e frequéncias calculadas correspondentes. Todos os

valores estdo apresentados em niimeros de onda (cm™)
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Raman Raman Raman Raman

(s6lido) (s6lido) (solugdo) (Simulado) Assignment

1064 nm 785 nm 632.8 nm B3LYP/6-31+G(d,p)

1731 1731 - 1806 v(CO)sc

1644 1644 1667(sh) 1681 W(CO) + V(CC)ar

1609 1609 1638 1641 V(CC)anet m + S(COH) anet

- - - 1627 V(CC)anel 1+ V(CC)anel 1t

1581 1577 1575 1625 V(CC)Anel 1+ V(CC)Anel m+ 6(NH3)

1462 1460 - 1513 V(CC)ap + v(CO) + 8(COH) anel i + O(CH3)Metoxi
143 9(Sh) 143 9(Sh) 1437 1473 S(CH3)Metoxi + O(CH) anet 1v + 8(CH)sc
1427 1426 1410(sh) 1410 S(CHa)veoni + V(CCanernt + S(NH3) + 5(CH)sc
1291 1291 1299 1329 W(CC)ap + ©(CHa) + 5(OH) anet 1 + T(NH:)
1251 1247 - 1260 v(CC)ar + 1(CH2)

1233 1232 1238(sh) 1257 W(CC)ap + T(CHy) + T(NH:)

1205 1205 1209 1233 V(CC)ap + V(CO)metoxit V(CN)

1087 1083 1079 1105 V(CC)ap + V(CO)sc Metoxi

991 989 991 1009 V(CN) + v(CC)anet 1 + V(CO)sm Metoxi

875 876 - 881 S(CC)ap + Y(CC)ap + v(CC)sm

796 794 - 801 Y(CC)ar +v(CC)sm

503 502 - 505 V(CC)anel i + V(CC)anet 1 + 6(CCO)

466 465 474 V(CC)anel m + 8(OH)

450 450 465 Y (CC)ar

443 (Sh) 443 (Sh) 437 449 V(CC)Anel i T+ S(CC)Anel v

346 345 347 353 Y(CC)ar + v(CC)sm

AP: por¢do antraquindnica; SM: porcao agucar; SC: cadeia lateral; sh: ombro; v: estiramento; 6: deformagao angular; y: deformagao angular fora

do plano; : wagging; p: tor¢ao; t:twist.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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A figura 16 mostra os espectros Raman da DOX em estado s6lido usando linhas de
excitagdo em 1064 nm (figura 16 (a)) e 785 nm (figura 16 (b)), bem como de uma solugao
aquosa de 1x107 mol L' usando a linha de excitagio em 632,8 nm (figura 16 (c)). Para
comparagdo, os espectros de atividade Raman simulados com o nivel de teoria DFT e método
B3LYP/6-31+g(d,p) estdo apresentados (figura 16 (d)). O espectro Raman da DOX em solugao
aquosa na concentragdio de 1,0x107 mol L™! foi registrado com linha de excita¢do em 632,8 nm,
uma vez que, nesta concentragdo, a intensificagdo do sinal devido ao efeito RR foi maior do
que a influéncia do sinal de fluorescéncia. Este espectro mostra bandas largas localizadas em
1638, 1575, 1437, 1238, 1209 e 437 cm’!, frequentemente com a presenca de ombros nas
envoltorias, que podem ser atribuidos a modos normais nos quais as vibragdes da AP estdo
sempre presentes. Tal proposicdo permite correlacionar as bandas que apresentaram
amplificacdo de sinal com os modos vibracionais que estdo acoplados as transi¢des eletronicas.
Este padrao espectral mostra bandas com perfil amplo e de complicada atribui¢do, que podem
ser associadas a solvatacao de DOX, uma vez que a formagao de ligagdes de hidrogénio da agua
com atomos de oxigénio disponiveis pode levar a muitos microambientes locais e estados de
energia vibracionais disponiveis.

Os padrdes espectrais Raman sdo muito diferentes quando linhas de laser no
infravermelho proximo sdo usadas. Buscando uma justificativa para esse comportamento, vale
ressaltar que a banda em 796 cm’!, que possui intensidade significativa no espectro Raman
obtido com a linha de laser de 1064 nm, perde intensidade relativa a medida que o comprimento
de onda das linhas de laser diminui, quase desaparecendo quando a andlise transcorreu com a
linha de laser de 632,8 nm. Pode-se assumir, entdo, como um indicativo de que tal banda nao
sofre intensificagdo que possa ser associada ao efeito RR. Por essa razdo, esse modo vibracional
pode ser considerado ndo acoplado a transi¢do eletronica virtual do cromdforo, e essa banda
pode ser usada como uma boa referéncia interna para monitorar a intensificacao das bandas sob
influéncia do efeito RR. Dessa forma, ¢ digno de nota que as intensidades relativas das bandas
de 1800 a 1000 cm™', bem como de 500 a 400 cm™ perdem intensidade em relagdo a banda
localizada em 796 cm™! quando ocorre o aumento do comprimento de onda da radiagdo excitante
utilizada. E possivel que o efeito RR seja o responsavel pela intensificagio de tais bandas,
atribuidas a modos normais envolvendo vibragdes da AP, que ¢, como discutido antes, o
principal sitio do cromdforo na transi¢@o eletronica observada em ~480 nm. Quando o espectro
Raman ¢ obtido com radiagdo excitante de 785 nm, um padrdo espectral de intensidades

intermediario entre os espectros obtidos com os comprimentos de onda de excitagdo 632,8 e
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1064 nm foi observado. Usando 1064 nm, mudangas importantes em intensidades relativas sao
observadas, indicando que somente com tal linha de laser a influéncia do efeito RR pode ser
completamente desconsiderada. Esses resultados indicam que a linha laser de excitagdo em
1064 nm ¢ a mais adequada para o estudo da conformacao de adsor¢ao em superficies metalicas
via espectroscopia SERS.

As bandas mais pronunciadas no espectro Raman da DOX, quando a linha laser com
comprimento de onda em 1064 nm foi usada, sao observadas em 1644, 1581, 1462, 1427, 1291,
1251, 1233, 1205, 1087 e 796 cm’!, que foram atribuidas as vibragdes envolvendo a AP,
conforme apresentado na Tabela 2. Mesmo que, com esta excitagdo, o efeito RR possa ser
desconsiderado, as vibragdes da AP ainda sdo aparentemente muito importantes na composi¢ao
da polarizabilidade molecular da DOX. As bandas observadas em 1251, 1233 e 1205 cm™' s3o
atribuidas a modos vibracionais combinando estiramento CC da AP sendo, esta ultima, a banda
mais intensa observada neste espectro Raman. As bandas localizadas em 1644, 1581 e 1462
cm’!, também fortemente pronunciadas, sio atribuidas aos modos combinados de estiramento
C=C e C=0 da AP. A banda, também intensa, em 1427 cm™ foi atribuida a um modo
envolvendo varias coordenadas normais de vibragao, sendo a mais importante delas a
deformacgao angular envolvendo o grupo CH3 do modificador metdxi (anel I) e o estiramento
C=C da AP. A banda em 1291 cm™! pode ser atribuida a um modo envolvendo estiramento C=C
combinado com as deformagdes angulares dos grupos -CH, -OH e -NH. A banda em
aproximadamente 1087 cm™ foi atribuida ao estiramento CC da AP, combinado com forte
estiramento do modificador metoxi e da SC. A banda observada em 796 cm™! atribuiu-se um
modo vibracional composto principalmente pela deformacao angular fora do plano da AP e
estiramento CC da SM. Uma forte banda também pode ser observada em aproximadamente 466
cm’!, com uma banda de intensidade reduzida aproximadamente pela metade em cerca de 450
cm’!. Essa primeira banda foi atribuida principalmente ao alongamento CC do AP, enquanto a
ultima foi relacionada a deformagao angular fora do plano da AP.

E possivel, no entanto, perceber que mesmo em solucdo, na radiacdo 633 nm, o
espectro da DOX aparece bem definido para concentragdes mais altas e exibe um perfil similar
ao espectro do solido, tornando este um bom ponto de partida para a comparagao dos espectros

SERS.
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4.3.2 Espectroscopia SERS com adicao de KCl

Nesta sessao, estudou-se o efeito da concentragdo dos modificadores de superficie
adicionados e a influéncia do tempo de analise na obtencdo dos espectros. A agregagao dos
substratos SERS metalicos depende fortemente da concentracdo dos modificadores
adicionados. Além disso, esse processo ¢ caracterizado por uma mudanga continua e
irreversivel. Assim, mesmo para concentracdes menores, ¢ esperado que a agregacao ocorra de
forma ininterrupta. Nesse processo, a desestabilizagdo das nanoestruturas leva as condigdes de
ressonancia com a radiacdo; essa condi¢do pode ser atingida mais rapidamente ou mais
lentamente, mas dificilmente pode ser interrompida sem remover completamente o solvente,
imobilizando as nanoestruturas ou adicionando novos modificadores de superficie, o que
fatalmente altera a quimica da superficie além de ocasionar a formagdo de novas interagdes
entre o soluto e a molécula de interesse, alterando assim o ambiente quimico. A figura 17
apresenta o espectro Raman da DOX na concentragio de 1 X 1073 mol L™! e SERS da DOX
na concentragdo de 1 X 107° mol L™, adicionada em um substrato SERS composto pelas
dispersdes de AuNP, seguida da adigdo de KCl nas concentragdes de 1x 1072 e
1x 1073 mol L.
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Figura 17 — Espectros Raman de (a) solugdo aquosa de DOX com concentragdo 1x107 mol L
!, obtido em Raman dispersivo, 633 nm, 20 mW, 3 acumula¢des com 30 segundos de
aquisi¢io, e espectros SERS de uma solucio aquosa de DOX com concentragdo 1x10™° mol L
!, obtidos em Raman dispersivo, 633 nm, 10 mW, 3 acumula¢des com 20 segundos de
aquisicdo, utilizando KCI como modificador de superficie nas concentra¢des (b) 1x102 mol L-

e (c) 1x10” mol L™, obtidos em suporte plastico
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Os espectros SERS apresentados na figura 17 (b) e (c¢) exibem um padrdo que muito
se assemelha ao padrdo vibracional da solu¢do de DOX na concentragdo de 1 X 1073 mol L1,
apresentado na figura 16 (c). No entanto, ¢ possivel observar o aparecimento de pequenas
diferengas de intensidade relativa entre algumas bandas em regides bem-marcadas,
principalmente na regidio acima de 1200 cm™', onde aparecem a maioria das vibragdes de anel
contidas no plano, o que ¢ suficiente para indicar a presenca de efeito SERS. Os espectros
apresentados nas figuras 17 (b) e (c) apresentam padrdes de bandas similares, tanto em termos
de intensidades relativas quanto de localizagdo das bandas. Assim, através das observacdes das
intensidades relativas € possivel demonstrar a possibilidade da realizag¢ao de analises utilizando
KCl1 como modificador de superficie.

Com aradiagao excitante de 1064 nm foi possivel observar a presenca de bandas fracas
em um forte fundo SERS utilizando KCI na concentragio de 1 X 10~ mol L™1. A figura 18

apresenta resultados similares, porém com a radiagdo excitante em 1064 nm.

Figura 18 — Espectros SERS de (a) solu¢do aquosa de DOX com concentragdo 1x107°> mol L™,
obtido em FT-Raman, 1064 nm, 500 mW, 512 scans com KCI adicionado nas concentragdes

finais de 1x10" mol L', (b) 1x102 mol L e (¢) 1x10* mol L', obtidos em tubos de Duran
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Conforme citado por Nie et al (Lee; Wang; Nie, 2015), e explicitado anteriormente, a
DOX parece apresentar interagdes fracas com a superficie, e a interacdo que induz uma certa
agregacao, observada na figura 10 (c), ndo parece ser suficiente para promover a proximidade
e observar forte intensificagdo via efeito eletromagnético e quimico, além de deslocamentos,
causadas por interacdo com a superficie do metal. No entanto, essa interagdo ocorre € permite
a observa¢do de mudancas claras nos padroes espectrais. As melhores condi¢des de analise
observadas se deram para a concentracio de KC1 de 1 x 1073 mol L™ para a obtencio de
espectros SERS com radiagio incidente em 632,8 nm, e 1 X 10~ mol L™ para a obtencdo de
espectros SERS com radiagdo incidente em 1064 nm. Esse resultado € coerente, uma vez que a
adicdo da menor concentragdo desse modificador de superficie ¢ suficiente para causar a
agregacao mais lenta das nanoestruturas, chegando em um tempo apreciavel a condi¢do de
ressonancia requerida para a intensificagdo com esse laser. Por outro lado, a adigdo da
concentragdo maior de KCl agrega mais rapidamente as nanoestruturas, levando o sistema a um
estado 6timo para a obtencao dos espectros utilizando a radiagdo menos energética, 1064 nm.
Para estudar o efeito do tempo na obtengdo dos espectros com substrato na presenca de
modificadores de superficie, um conjunto de espectros foi obtido sequencialmente sobre a
superficie da dispersdo em uma mesma amostra, alterando-se apenas a posicdo para evitar
acumulacdo subsequente em um mesmo ponto da dispersdo. A figura 19 apresenta esses

resultados para a radiacao incidente em 632,8 nm.
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Figura 19 — Espectros SERS sequenciais sobre a superficie da dispersdo de AuNP. DOX com
concentragio final de 5x10~° mol L. Espectros obtidos Raman dispersivo, 633 nm, 20 mW, 3
acumulagdes com 30 segundos de aquisi¢dao, com KCl adicionado na concentracao final de
1x107 mol L. Inset: intensidade da banda localizada em 1208 cm!, que representa bem o

comportamento temporal do espectro
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

O espectrometro utilizado para a obtengdo destes espectros utiliza um sistema de
janelas de deteccdo separadas por regides do espectro fotonico analisado. Assim, nas condi¢des
especificadas de obtencao dos espectros, levando-se em conta os tempos de obtencao de fundo
de referéncia e a obtencdo de fato dos espectros nas trés regides, cada espectro foi obtido em
um tempo de aproximadamente 10 minutos. Apds esse periodo, o foco da objetiva foi
rapidamente reajustado para a superficie da dispersdao € um novo espectro foi obtido. Ao final,
gastou-se um tempo habil de 40 minutos para a obtencdo destes espectros. O maximo de
intensidade foi observado para o terceiro espectro dessa série, conforme o destaque no inset da
figura 19. Esse resultado pode estar associado ao andamento do processo de agregagdo das
nanoestruturas, que resultaram em um substrato capaz de permitir a obten¢do de espectros

SERS reprodutiveis até o inicio da queda de sinal finalmente ser observado.
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Nao foi possivel obter espectros reprodutiveis com as dispersdes utilizando a radiacao
excitante de 785 nm, uma vez que os espectros exibiam um forte fundo de ressonancia, sem

presenca de sinal, e muitas vezes encoberto pelo fundo de luz parasita exibido pelo aparelho.

4.3.3 Espectroscopia SERS com adicao de p-ME

A aplicacdo de organotidis como modificadores de superficie constitui uma poderosa
técnica para a realizagdo da adsor¢do controlada na superficie das nanoestruturas metalicas.
Essas moléculas interagem fortemente com o metal através do grupo tiol, -SH, que pode
abstrair-se de um proton para formar o grupo tiolato, -S°, este tltimo responsavel pela formagao
de ligacdes estaveis entre o metal e o enxofre. O grupo existente na outra terminagdo da
molécula permite que o tipo de interagdo entre a nanoestrutura modificada e o ambiente quimico
desejado possa ser controlado; grupos funcionais como o acido carboxilico, -COOH, o aldeido,
-C=0, e o alcool, -OH, permitem a formacao de interagdes do tipo dipolo-dipolo e ligagao de
hidrogénio, trazendo a nanoestrutura funcionalizada a capacidade de se dispersar em meios que
possuem a capacidade de formar tais interagdes; além disso, grupos terminais como o grupo
amina, -NH», permitem interagdes polares, enquanto o grupo metila, -CHs, permite interagdes
apolares. Ao mesmo tempo, o tamanho da cadeia que separa esses grupos também ¢ capaz de
alterar o regime das interagdes intermoleculares entre o ambiente quimico e o substrato
funcionalizado (Marques et al., 2018). Assim, a funcionaliza¢do dessas moléculas ¢ capaz de
levar a formag¢ao de monocamadas auto-estruturadas, controladas e ordenadas.

Visando avaliar a interagdo da DOX com um substrato organico capaz de interagir
tanto com o solvente quanto com o metal nanoestruturado, adicionou-se uma aliquota de f-ME
a solugdo de DOX e, em seguida, adicionou-se essa mistura a dispersdo de nanoestruturas. Essa
adi¢do foi realizada nos regimes pré-determinados pelas andlises da cinética de adsor¢ao via
espectroscopia de absorcdo eletronica nas regides UV-VIS-NIR para a molécula de B-ME.
Assim, a concentragdo final de DOX e de B-ME foi de, respectivamente, 1 X 107> mol L™t e
1 X 1078 mol L™, adicionados as nanoestruturas em proporgdo de 1:9 de diluigdo. Conforme
apresentado na figura 11 (d), a formagdo de interagdes do tipo dipolo-dipolo envolvendo a
porcdo amonio e ligagdes de hidrogénio realizadas pelo B-ME, principalmente com os atomos
de oxigénio da DOX poderia afetar a distribuicdo de estados vibracionais populados,
principalmente através de mudangas na topologia assumida pelo fArmaco na superficie das
nanoestruturas. Essas mudancas podem ser detectadas através de variagdes no perfil vibracional

desse farmaco adsorvido na superficie nanoestruturada. A figura 20 apresenta o espectro SERS
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obtido para a DOX utilizando essa metodologia e o respectivo espectro do farmaco no estado

solido para efeito de comparagao.

Figura 20 — Espectro Raman de (a) DOX no estado so6lido, obtido em porta amostras de
aluminio, e (b) espectros SERS de uma solucio aquosa de DOX com concentragdo 1x10 mol
L', utilizando B-ME como modificador de superficie na concentragio de 1x107® mol L,
obtido em tubo de Duran. Propor¢ao de dilui¢ao final (DOX/B-ME):AuNP 1:9. Espectros

obtidos com radiacao excitante em 1064 nm
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Na presenca do modificador de superficie B-ME, o padrdo espectral SERS da DOX
mudou consideravelmente. Nestes espectros, € possivel observar que as bandas em 1575, 1419,
1299 e 1014 cm!, atribuidas a modos compostos de deformacio angular do grupo -NH, ao
estiramento do grupo -CN, bem como as bandas observadas em 1466, 1416, 1084 ¢ 1014 cm’!,
envolvendo o grupo metoxi nos modos atribuidos, permitem inferir que tanto o amdnio quanto
0 metoxi sao os principais sitios de interacao entre a DOX e esse modificador de superficie. No
entanto, as mudangas significativas nas intensidades relativas dessas bandas, bem como a
presenca de bandas intensificadas em 826 ¢ 799 cm™!, atribuidas a modos envolvendo vibragdes
fora do plano da AP, indicam que essa estrutura molecular estd orientada em uma geometria da

AP mais proxima de um plano paralelo a superficie do ouro. Nesse caso, os modos vibracionais
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dominados por componentes fora do plano de adsor¢do devem ser intensificados pelas regras
de selecao de superficie (Ding et al., 2017), uma vez que tém componentes perpendiculares
bem determinados em relacdo a superficie metalica. Assim, ¢ possivel supor que as ligacdes de
hidrogénio provavelmente estao presentes, € possuem o papel de orientar o farmaco a estrutura
formada pela interag@o entre o modificador e a superficie da nanoestrutura.

Esses resultados levaram naturalmente ao questionamento a respeito do tipo de
interacao formada em um ambiente que nao permita a constante autorreorganizagao que ocorre
em uma dispersao coloidal. As dispersoes coloidais possuem um comportamento dindmico, no
qual moléculas livres de solvente, dos modificadores e da DOX podem entrar e sair
constantemente no volume dado pela dupla camada elétrica. Além disso, esse comportamento
se intensifica @ medida que as modificagdes ocorrem. A adicdo de modificadores leva a
agregacao da dispersao coloidal de forma continua e irreversivel, de modo que a obtencao das
condi¢cdes otimas de ressonancia com a radiacdo necessarias para a analise SERS deve sempre
levar em conta o carater evolutivo da diversidade de microestados populados. Assim, optou-se
por realizar a andlise dos padrdes SERS da DOX também e um ambiente que controla
naturalmente o deslocamento desses equilibrios envolvido nas dispersdes. Para isso, utilizou-

se filmes imobilizados sobre 1aminas de vidro.

4.3.4 Espectroscopia SERS em lamina de vidro

A realizagdo de analises SERS utilizando filmes tem a vantagem de manter as
moléculas imobilizadas em suas conformagdes especificas sobre o substrato metélico.
Abstraindo-se o solvente, abstrai-se também a influéncia do elevado grau de movimento que as
moléculas adquirem em solucdo, e também a influéncia da entalpia de solvata¢do sobre as
ligagdes quimicas, de modo que o sistema se torna estatico, e pode ser pensado quase que
totalmente como um soélido.

A principal vantagem dessas medidas reside no fato de que um espectro SERS em
dispersdo ¢ gerado pela luz espalhada por moléculas em diferentes hot-spots, que sofrem sobre
suas nuvens eletronicas efeito de diferentes campos elétricos intensificados, relacionados com
a forma e estrutura dos agregados metélicos naquele sistema dindmico. A qualquer momento
em uma medida suficientemente rapida para garantir que qualquer eventual modificagao
induzida na amostra pelo laser seja descartada, o espectro sera potencialmente o mesmo. Com
substratos imobilizados, no entanto, ¢ possivel separar as contribuigdes das moléculas

espalhadoras se as medidas foram grandes o suficiente, isto ¢, se pontos suficientes forem
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medidos, com o uso de alguma estatistica descritiva. A figura 21 apresenta os resultados de uma
medida utilizando a técnica de deposicao por dropcast, que consiste na evaporacao da dispersao
modificada em laminas de vidro através de estufa a vacuo, em que o mapeamento foi realizado

em 100 pontos sobre a superficie de uma laminula de vidro.

Figura 21 — Espectros SERS da DOX na concentragio de 1x10** mol L™, utilizando KCl
como modificador de superficie na concentragiio de 1x10~ mol L*!, e imobilizados sobre a
laminula através de secagem a vacuo. (a) 100 pontos obtidos com radiagdo excitante de 633
nm, 5 mW, 2 acumulacdes com 5 segundos de aquisi¢ao, sem tratamento, e (b) espectro
médio apos correcdo de linha base e suavizacao (smoothing) leve (1), e espectro médio obtido

de 80 pontos apos a remog¢ao dos pontos que ndo apresentavam sinal ou apresentavam intenso

sinal de carbono (II). Espectros obtidos em temperatura ambiente (~21 °C)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A obtencao de espectros Raman e SERS utilizando a radiacao 633 possui um problema
intrinseco ligado a formagao de espécies de carbono amorfo através da interacdo com o laser,
caso apresente elevada poténcia, como observado na figura 21. Assim, optou-se por aumentar
para 1 X 10™* mol L™ a concentragdo de DOX e reduzir a poténcia para 5 mW, a fim de
preservar a integridade da amostra em tempo suficiente para a obtencdo dos espectros no
mapeamento. Porém, mesmo com essas medidas varios pontos apresentaram sinal intenso de
carbono ou ndo apresentaram sinal e, assim, dos 100, 20 foram suprimidos na obtengdo dos
espectros finais.

E possivel notar que, mesmo em substrato imobilizado, existe um forte fundo no

espectro, caracteristico da medida de espectroscopia Raman da DOX soélida, que somente
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apresenta este fundo, e baixissima relacdo sinal ruido. No entanto, o espectro médio obtido
revela bandas que, apds a correcdo da linha base, apresentam o padrio SERS da DOX,
apresentando inclusive vérias diferengas de intensidade relativa na regido acima de 1200 cm™.
E necessario lembrar aqui que as regras de selecdo para espectroscopia SERS ditam que os
modos intensificados sdo aqueles em que a vibragao ocorre perpendicularmente a superficie de
adsorcao (Ding et al., 2017). Assim, observa-se que, aparentemente, os modos intensificados
sdao os modos que incluem as vibragdes do esqueleto antraquindnico, € vale também salientar
que, para isso, a DOX deve estar proxima o suficiente da superficie metéalica para exibir esse
efeito, que pode ser de natureza eletromagnética e quimica. Uma maneira de entender melhor a
adsor¢do da DOX sobre a superficie metalica envolve a analise do mapeamento deste sistema
imobilizado sobre a laminula, porém utilizando B-ME como modificador de superficie.

A figura 22 apresenta 0 mapeamento com 64 pontos utilizando esta molécula como

modificador de substrato.
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Figura 22 — Espectros SERS da DOX na concentragio de 1x10™ mol L', utilizando B-ME
como modificador de superficie na concentragio final de 1x10® mol L™!, e imobilizados sobre
a laminula através de secagem a vacuo. 62 de 64 pontos obtidos com radiagdo excitante de

633 nm, 10 mW, 2 acumulagdes com 5 segundos de aquisi¢do, sem tratamento. Espectros

obtidos em temperatura ambiente (~21 °C)

80000

70000

60000

a
o
o
o
o

40000

Intensidade Raman
s
o
()
o

20000

10000 rrrrrrr T T T T R T : 1
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

NUmero de onda / cm™”

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

E possivel notar que, mesmo sem tratamentos, os espectros apresentaram elevada
razdo sinal-ruido. Porém, € possivel observar a presenga do fundo ligado a formacao de carbono
amorfo na maioria dos espectros e em diferentes intensidades, o que ndo seria totalmente
corrigido com uma corre¢do de linha base de espectro médio. Mesmo assim, vale ressaltar que
aparentemente alguns espectros apresentam perfis diferentes de outros, o que pode ser um
indicativo de adsor¢do preferencial em hot-spots ndo ligados ao cloreto que forma a espécie
cloridrato, mas ao mercaptoetanol, via interacdes de dipolo. A figura 23 apresenta os espectros

finais para as duas condi¢des utilizadas na obtengao dos espectros utilizando laminulas de vidro.
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Figura 23 — Espectros SERS da DOX na concentracdo de 1x10° mol L™!, utilizando (a) KC1
como modificador de superficie na concentragio de 1x10°® mol L™! e (b) B-ME como
modificador de superficie na concentracio final de 1x107® mol L', e imobilizados sobre a
laminula através de secagem a vacuo. Espectros obtidos com radiagao excitante de 633 nm,
10 mW, 2 acumulagdes com 5 segundos de aquisi¢do, com corre¢ao de linha-base e

suavizacdo (smoothing) leve. Espectros obtidos em temperatura ambiente (~21 °C)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A figura 23 mostra os espectros SERS médios de DOX quando a suspensao contendo
AuNP modificada com KCl e B-ME foi seca para formar um filme. Desta forma, o processo de
oclusdo causada pela remocao do solvente impde a adsor¢ao e favorece a geragdo de campo
elétrico local por acoplamento plasmonico. Além disso, provoca mudangas nos mecanismos de
transferéncia de carga, favorecendo a extingcdo da fluorescéncia. Tais processos permitem o
registro do espectro SERS de DOX com um padrao espectral peculiar. Todas as bandas
intensificadas podem ser atribuidas a modos com fortes contribui¢cdes da AP e a maioria delas
¢ composta por ambos os grupos metoxi, como 1445, 1404, 1217 e 1099 cm’!, e amonio, como

1573, 1404, 1260, e 1217 cm™'. Dessa forma, novamente é possivel inferir que os mecanismos
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de interagdo da DOX com a superficie do ouro modificado com anions cloreto, envolvem
interagdes através de grupos metoxi € amonio.

Embora a figura 23 apresente padrdes espectrais essencialmente distintos, ambos
apresentam uma forte presenca de carbono amorfo, com surgimento possivelmente provocado
pela frequéncia da radiagdo incidente, que ndo pdde ser completamente suprimida pela remogao
da linha-base. Assim, € possivel que um conjunto de técnicas capazes de aprender os padrdes e
determinar a influéncia desses efeitos em um espaco proprio de caracteristicas seja capaz de
diferenciar e classificar as informagdes relevantes. Nesse sentido, foi desenvolvido um script,
utilizando Python 3, que realiza o pré-tratamento dos espectros, ou seja, a corre¢do da linha-
base e a suavizacdo, e analise de componentes principais (Principal Component Analysis —
PCA) visando separar as contribui¢des das bandas caracteristicas observadas daquelas geradas
como um artefato. No entanto, o baixo nimero de amostras representativas obtidas (100 e 64
utilizando radiagdes excitantes em 1064 e 632,8 nm, respectivamente) constituiu um impeditivo
temporal para a finaliza¢ao dessa etapa. Em todos estes casos, os espectros SERS apresentam
muito fundo e baixa razado sinal/ruido, o que sugere que o aumento do espaco amostral seja uma
saida Obvia para aumentar a confiabilidade das analises. Outro ponto de vital importancia ¢ a
possibilidade da realizagdo das andlises de forma nao-supervisionada. O PCA, como técnica de
analise exploratoria e classificatoria, ¢ um método de aprendizado de maquinas que reduz a
dimensionalidade do espago amostral, ou seja, fornece melhores resultados através da
classificagdo prévia dos dados de entrada, o que constitui um impeditivo pratico em muitas
aplicagcdes em que as diferencas observadas sao muito sutis. Esse método pode ser usado de
forma ndo-supervisionada; porém para amostras que apresentam multicolinearidade, essa
técnica ndo se comporta bem. A literatura j& apresenta metodologias que permitem que a
classificagcdo se dé de forma analitica pelos algoritmos nas anélises por espectroscopia SERS,
pareando outras técnicas de aprendizado de maquina nao supervisionado, como a incorporagao
estocastica de vizinhos com distribuigdo-t (¢-Distributed Stochastic Neighbor Embedding — t-
SNE) (Barucci ef al., 2021) ou redes neurais convolucionais profundas (Deep Convolutional
Neural Networks — DCNN) (Dong et al., 2024), e por espectroscopia Raman (Fuentes et al.,
2023); no entanto, esse processo pode acabar sendo custoso computacionalmente para analises
que apresentem elevada complexidade e necessidade de um espaco amostral muito amplo,
como os dados sugerem ser o caso das analises via SERS. O script desenvolvido até entdo, que

realiza o pré-tratamento e o PCA, encontra-se disponivel nos anexos desta tese.
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4.3.5 Modelos de adsorciao molecular

A andlise dos padrdes SERS da DOX observados com o uso dos modificadores de
superficie, tanto em dispersdo quanto em filmes finos, sugere que a DOX possui sitios de
adsor¢do preferencial na superficie nanoestruturada, e que esse sitio diverge em relacdo a
condicdo da modificagdo utilizada, ou seja, a DOX apresenta adsor¢ao diferente para as
modificagdes com KCl e com B-ME. Nesse aspecto, a comparagdo dos padrdes de bandas
observados nos espectros permitiu a obten¢do de padrdes classicos de vibragdo, capazes de
trazer a luz a consideragdo das geometrias de adsor¢do da DOX nas superficies metalicas,
quando se utilizou a radiagdo excitante de comprimento de onda de 1064 nm, pois apenas nessa
condicao o efeito de intensificacdo resultante do efeito Raman ressonante foi eliminado. Os
dados obtidos a respeito desses padrdes podem ser visualizados na tabela 3.

Os espectros SERS de DOX foram obtidos fora da condigdo de ressonancia, usando a
linha de excitagdo com comprimento de onda em 1064 nm, para as AuNP modificadas com
KCI e B-ME, como apresentado nas figuras 18 e 20. Na figura 24 também se apresenta o
espectro Raman de DOX no estado sélido, para comparagdo. O pH da suspensdo de AuNP ¢
aproximadamente 6,0, enquanto o valor de pKa aparente da DOX ¢ de 8,2. Este fato ¢ um
indicativo que, nas condi¢des em que esses experimentos SERS ocorrem, a amina protonada ¢
possivelmente a espécie predominante em solucdo; € possivel ainda que o cation amonio esteja
envolvido na adsor¢do através do par idnico com o anion CI!, que estd em ponte com a
superficie metalica. As bandas intensificadas em 1583, 1419 e 1138 cm’!, atribuidas a
deformacao angular do grupo -NH e ao alongamento do grupo -CN da daunosamina, reforcam
essa suposicdo. Entretanto, bandas intensificadas em 1452, 1419, 1138 e 1080 cm™, que
também sdo atribuidas a modos envolvendo a fracdo metoxi, permitem inferir que esse grupo

esta proximo o suficiente a superficie do ouro.
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Figura 24 — Espectro Raman de (a) DOX no estado solido, obtido em porta amostras de
aluminio, espectros SERS de uma solugio aquosa de DOX com concentragio 1x10° mol L,
(b) utilizando KCI como modificador de superficie na concentragdo de 1x10~ mol LI, e (c)
utilizando B-ME como modificador de superficie na concentracdo de 1x10® mol L!, obtido
em tubo de Duran. Propor¢ao de dilui¢do final (DOX/B-ME):AuNP 1:9. Espectros obtidos

com radiac¢do excitante em 1064 nm
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Tabela 3 — Atribuicao-tentativa das bandas Raman e SERS observadas nos espectros da DOX, e frequéncias calculadas correspondentes. Todos

os valores apresentados estdo em numeros de onda (cm™)

Raman Raman SERS SERS SERS SERS

(s6lido) (solucio)  (KClaq) (filme) (KClaq)  (B-ME aq) ?Sﬁa)n Atribuigdo

1064 nm 632.8 nm 632.8 nm 632.8 nm 1064 nm 1064 nm ’

1731 - - - - - 1806 v(CO)sc

1644 1667(sh)  1660(sh) 1669(sh) 1685 1673(sh) 1681 v(CO) + v(CC)ap

1609 1638 1637 - 1641 1654 1641 V(CC)anet mr + 8(COH) anel

o = = - 1618 1607 1627 V(CC)anel1 + V(CC)anel mn

1581 1575 1577 1571 1583 1575(sh) 1625 V(CC)anet 1 + V(CC)anel mr + 3(NH3)

1462 - - - 1452 1466 1513 V(CC)ap + v(CO) + &(COH) anel 1 + 8(CH3)Metoxi
1439(sh) 1437 1432 1443 - - 1473 O(CH3)Metoxi + 6(CH)anel 1v + 8(CH)sc
1427 1410(sh)  1410(sh) 1407 1419 1416 1410 S(CH3)Metoxi + V(CC)aneim + 6(NH3) + 6(CH)sc
1291 1299 1287 1296 - 1299 1329 V(CC)ap + ©(CH2) + 8(OH) anet 1 + T(NH3)
1251 - - - 1284 1283 1260 V(CC)ar + 1(CH>)

1233 1238(sh)  1234(sh) 1258 - - 1257 V(CCO)ap + 1(CH,) + ©(NH3)

1205 1209 1202 1220 1138 - 1233 V(CCO)ap + V(CO)Metoxit V(CN)

1087 1079 1070 1096 1080 1084 1105 V(CC)ap + v(CO)sc Metoxi

991 991 979 989 - 1014 1009 V(CN) + v(CC)anel 1 + V(CO)sm Metoxi

875 - - - - 826 881 S3(CC)ap + Y(CC)ap + vV(CC)sm

796 - - - 796 799 801 Y(CC)ap + v(CC)sm

503 - - - 507 494 505 V(CC)anel it + V(CC)anel 1 + 8(CCO)

466 - - - - 474 V(CC)Anel i T 8(OH)

450 - - - - 465 Y(CC)ap

443 (Sh) 437 433 449 465 455 449 V(CC)anel i + 8(CC) anel 1v

346 347 - - - - 353 Y(CC)ap + v(CC)sm

AP: por¢ao antraquinonica; SM: porcao acucar; SC: cadeia lateral; v: estiramento; o: deformacao angular; y: deformacao angular fora do plano;
®: wagging; p: torsdo; t: twist.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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A estrutura calculada a partir do cluster DOX e Aug, apresentada com mais detalhes
na proxima sessao, indicou que essa molécula pode adsorver através de dois sitios moleculares,
e ambos os grupos amonio ¢ metoxi t€ém afinidade particular pela superficie do ouro. Bandas
SERS mais intensas em 1685, 1641, 1618, 1080 e 507 cm’!, atribuidas a vibragdes da AP,
permitem propor que o plano molecular do AP pode ser inclinado para a superficie metalica,
com tais modos vibracionais tendo um componente perpendicular, com a intensificacao
observada devendo-se as regras de selecdo de superficie. Na presenca do modificador de
superficie B-ME, o padrao espectral SERS muda consideravelmente, indicando que outra
geometria de adsor¢do, provavelmente envolvendo ligagdes de hidrogénio, estd presente. As
bandas em 1575, 1419, 1299 e 1014 cm’!, atribuidas aos modos de deformacdo angular -NH e
estiramento -CN, bem como as bandas em 1466, 1416, 1084 e 1014 cm™!, envolvendo o grupo
metoxi nos modos atribuidos, permitem inferir que tanto o amdnio quanto o metoxi sao
novamente sitios de ancoragem nas interacdes de adsor¢ao. No entanto, as mudancas
significativas nas intensidades relativas dessas bandas, bem como a presenca de bandas
intensificadas em 826 e 799 cm™!, atribuidas aos modos envolvendo vibragdes fora do plano da
AP, indicam que essa fracdo esta tendendo a uma geometria paralela a superficie do ouro. Nesse
caso, os modos fora do plano sdo intensificados pelas regras de sele¢do de superficie, uma vez
que t€ém componente perpendicular em relagdo a superficie metélica.

A figura 25 apresenta os espectros registrados usando radiagdo excitante de 632,8 nm.
Os padrdes espectrais da DOX em solugdao ¢ adsorvida na suspensao de AuNP sdo muito
semelhantes, com algumas poucas mudangas e deslocamentos em intensidades relativas,
indicando que o efeito RR, mesmo que de longa distancia, pode impedir a correlagdo completa
entre o padrdo espectral e a geometria de adsor¢do. Embora o efeito RR prevaleca sobre as
influéncias de adsorg¢do, todas as bandas intensificadas também passaram por deslocamentos,
indicando que interacdes de superficie ocorreram no processo de adsor¢do. O aumento da banda
em 1637 cm™!, atribuido a um modo especifico de vibragdes da AP, indica que tal fragio esta

envolvida nas interagdes de adsorgao.
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Figura 25 — (a) Espectro Raman ressonante da DOX em solugio aquosa a 1x10~ mol L;
espectros de SERRS de DOX na concentragdo final de 1x10~ mol L™ na superficie das AuNP,
modificados com KCl a 1x107 mol L™ (b) em suspensdo e (c) como filme seco. Todos os

espectros Raman e SERRS foram excitados com A o= 632,8 nm
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A figura 25 (c) mostra os espectros SERRS médios de DOX quando a suspensdo
contendo AuNP modificada com KCl foi seca em estufa a vacuo para formar um filme. Desta
forma, o processo de oclusdo impde a adsorgdo e gera um campo elétrico local particular por
acoplamento plasmonico, além de provocar mudancas nos mecanismos de transferéncia de
carga, favorecendo a extingao da fluorescéncia. Tais processos permitem o registro do espectro
SERRS de DOX com um padrao espectral peculiar. Toda a banda aumentada pode ser atribuida
a modos com forte contribuicdo da AP, e a maioria delas ¢ composta por ambos os grupos
metdxi, como 1443, 1407, 1220, 1096 e 989 cm™!, e o grupo amina, como 1571, 1407, 1296,
1258, 1220 e 986 cm’'. Dessa forma, novamente é possivel inferir que os mecanismos de

adsor¢cdo de DOX na superficie do ouro, modificados com anions CI’, envolvem interagdes
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através dos grupos metoxi e amonio. Assim, um modelo de adsor¢ao foi proposto, com base

nos dados apresentados até entdo. Ele pode ser observado na figura 26.

Figura 26 — Modelos de adsor¢ao da DOX em superficie metalica (a) sem modificador ou com

a adicdo de KCl ou (b) com a adi¢ao de B-ME

OO
P

AuNP surface AuNP surface

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

O uso de diferentes radiagdes excitantes, em particular no infravermelho proximo, para
escapar do efeito RR para a compreensao do processo de adsor¢do é uma estratégia importante.
No entanto, o uso de modificadores de superficie para intensificar a afinidade quimica da DOX
com a superficie do Au ¢ uma abordagem que apresenta fortes indicios de controle sobre a
afinidade quimica e que pode ser explorada para a constru¢ao de nanodispositivos para sistemas
de liberacao controlada de farmacos. No entanto, a funcionalizagdo geralmente envolve reagdes
quimicas, o que aumenta a complexidade dos processos e pode modificar importantes
propriedades quimicas do farmaco. Desta forma, o presente trabalho mostrou que ¢ possivel
pensar em estratégias para funcionalizar a superficie metalica adaptando interagdes especificas
do farmaco, mediadas por modificadores de superficie de baixo custo, avaliadas por

espectroscopias SERS e SERRS.

4.3.6 Modelo computacional de adsor¢ao sem modificador

A obten¢do de espectros SERS teoricos representativos ¢ um grande desafio na area

do desenvolvimento e implementagdo de codigos. Conforme a tecnologia evolui, t€ém-se a



99

disposicao codigos cada vez mais eficientes, o que associado com o aumento dramatico do
poder computacional das ultimas décadas, vém trazendo de volta o interesse nessas medidas,
que se tornam cada vez mais proximas. Assim, estudou-se um modelo de adsor¢ao da DOX
sem modificador de superficie através da metodologia DFT. Para tal, um c/uster de ouro do tipo
Aug teve sua geometria otimizada e a frequéncia calculada — a fim de verificar a presenca de
frequéncias de vibragdo imaginaria, o que indicaria que a geometria ndo seria propria para o
calculo de frequéncia por ndo caracterizar um minimo na superficie de energia potencial —
utilizando a metodologia B3LYP/LanL.2DZ//B3LYP/LanL2DZ e, em seguida, um modelo foi
montado com a estrutura previamente otimizada da DOX na metodologia B3LYP/6-
31+G(d,p)/LanL.2DZ//B3LYP/6-31+G(d,p)/LanL2DZ. A proposta de ancoragem utilizada foi
a do compartilhamento de densidade eletronica do cloreto. A figura 27 apresenta as estruturas

iniciais para o modelo de ancoragem e a estrutura final obtida apds a simulagao.

Figura 27 — Modelo de adsor¢do sem utilizagdo de modificadores de superficie, contendo uma
molécula de DOX e um cluster de ouro de 6 atomos, Aue, no vacuo. (a) estrutura inicial e (b)
estrutura apos a convergéncia. A metodologia utilizada foi B3LYP/6-

31+G(d,p)/LanL2DZ//B3LYP/6-31+G(d,p)/LanL2DZ
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

O modelo foi otimizado j& no primeiro palpite de estrutura, sem que fosse obtida
frequéncia negativa, um indicativo de que a estrutura estd compreendida em um estado que ¢
um minimo na superficie de energia potencial. Para tentar visualizar melhor, uma superficie de
potencial elétrico baseada em densidade eletronica foi gerada. A figura 28 apresenta esse

resultado.
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Figura 28 — Superficie de energia potencial elétrico baseada em densidade eletronica para a
estrutura final do modelo de adsor¢do. Regides em azul apresentam potencial positivo, regides
em laranja ou vermelho potencial negativo. As regides em tom de verde apresentam potencial

aproximadamente neutro

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A superficie de energia potencial evidéncia que os potenciais elétricos no entorno do
modelo do cluster e do corpo da antraquinona sdao aproximadamente os mesmos, 0 que sugere
a ancoragem na geometria semelhante a geometria inicial, em um plano aproximadamente
perpendicular ao plano que contém os an€is da antraciclina. Ao mesmo tempo, no vacuo, o
cloreto deveria exibir alta concentra¢do de densidade eletronica negativa, o que ndo ocorre, algo
que também ¢ um indicativo de compartilhamento de densidade eletronica com o cluster Aus.

Os calculos TD-DFT para a geracdo de espectros UV-VIS-NIR teoricos e orbitais
naturais de transi¢cao (NTO) para o modelo de adsorc¢ao, o que poderia indicar a formagao de
complexo de superficie, estdo apresentados nas proximas sessdes para modelos mais simples

de clusters de Au.
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A figura 29 apresenta a atividade Raman tedrica obtido com a metodologia de cluster

proposta.

Figura 29 — Espectros SERS tedrico da DOX na concentragio 1x10”° mol L™, com KCI na
concentrac¢io de 1x10 mol L' como modificador de superficie; e atividades Raman (b)

teorica para a molécula no vacuo e (c) tedrica para o cluster proposto no vacuo
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A atividade Raman obtida teoricamente para o modelo de DOX com o cluster Aus

apresenta um perfil similar ao perfil observado da atividade Raman para a molécula no vacuo.
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No entanto, embora ndo seja possivel observar-se deslocamento de bandas, ¢ possivel perceber
uma diferenca na intensidade relativa das bandas, principalmente na regido onde as vibragdes
de anel aromatico se concentram. Ha, por exemplo, um expressivo aumento da atividade Raman
na regidio entre 1400 e 1200 cm™'. Nessa regidio, conforme a tabela 3, estdo localizados os modos
vibracionais compostos por estiramentos dos grupos -CC da AP, wagging e torsdes de grupos
-CH> e, mais importantes, deformacdes no plano de grupos -OH, estiramento no plano do grupo
metoxi, -OCH3, e deformagdes do grupo amina, -NH». Experimentalmente, essa regido aparece
como uma unica envoltéria e alguns ombros nas proximidades do maximo de intensidade, e
uma banda menor localizada nas proximidades de 1400 cm™'. Além disso, o agrupamento em
cerca de 1400 cm™!, bem resolvido nos espectros tedricos e no espectro do solido apresentado
na figura 24 (a), aparece no espectro RR da DOX como uma tnica banda. E possivel que a
intensificacdo observada experimentalmente possa ser correlacionada ao aumento da atividade
Raman observado nos espectros de atividade Raman simulada, mesmo que estes espectros nao
levem em conta o efeito de ressonancia eletronica de longa distancia exibido pela DOX. Ainda
assim, esses dados parecem condizer com os resultados observados experimentalmente, para o
qual foram atribuidas as geometrias de adsor¢ao apresentadas na figura 26.

E preciso lembrar que quando ndo ha efeito quimico no SERS, mas apenas o efeito
eletromagnético, o que ¢ comum em superficies metalicas muito bloqueadas ou quando a
molécula ndo interage com a superficie do substrato, comumente abstraem-se os deslocamentos
nas bandas, uma vez que o campo elétrico intensificado age a distancia, ndo alterando o que,
em um modelo cléssico, seria chamado de constante de mola de ligacdo quimica.

Assim, ¢ possivel que o modelo de cluster apresente uma metodologia robusta o
suficiente para obter dados e relacionar com a atribui¢do das bandas SERS, tanto de forma

elucidativa quando de forma preditiva.

4.4 TEORIA DO FUNCIONAL DA DENSIDADE

As proximas sessoes combinam resultados experimentais com os resultados obtidos

via simulagdo computacional.
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4.4.1 Sitios de adsorc¢ao — clusters de Auz

A DOX possui em sua estrutura varios grupos capazes de interagir de varias maneiras
com os mais variados tipos de substancias. Essa molécula ¢ formada por um grupo
antraquindnico substituido, por uma cadeia lateral e por um grupo hexose modificado, aqui
também referido como grupo ou por¢do gliconica. Nessas estruturas, ¢ possivel observar a
presenca desses grupos, que conferem a essa molécula seu carater anfifilico, anfotérico e
zwiterionico. O grupo antraquindnico pode ser entendido como um conjunto de trés anéis
conjugados, modificados, conforme a nomenclatura apresentada na figura 2. Nesses anéis,
observa-se a presenga de um grupo metoxi (-OCH3) no anel I, das ligagdes quinonicas (duas
ligagdes -C=0 simétricas no anel, uma em orientacdo para a outra) no anel Il e de hidroxilas
(duas ligagdes -OH simétricas no anel, uma em orientagdo para a outra). Nessa nomenclatura,
o ultimo anel, IV, que ndo apresenta conjugacdo com os trés anéis anteriores e que, portanto,
possui certa labilidade, forma uma ligagdo glicosidica com a hexose modificada em posi¢do 3
a uma das ligagdes quindnicas e uma ligacdao simples com a cadeia lateral em posicao o a essa
mesma ligagdo quindnica, que por sua vez também apresenta um grupo hidroxila (-OH). A
hexose modificada apresenta um grupo amino primario protonado (-NH3"ClY) pelo é4cido
cloridrico utilizado para descrever o cloridrato de DOX, e uma hidroxila no carbono a aquele
que forma essa ligacdo com o grupo amino. A cadeia lateral apresenta ainda um grupo cetona
e uma outra hidroxila nas posi¢des a e 3 relativas ao anel IV, respectivamente. Assim, ¢ razoavel
que a presenca desses grupos, em especial dos grupos -OH e -C=0 possa contribuir com a
doagdo de densidade eletronica, possibilitando a formacao de complexos e de ligagcdes de
hidrogénio com a agua das dispersoes, da solucao desse farmaco e com quaisquer moléculas
utilizadas como modificadores. Da mesma maneira, ¢ possivel inferir que a presenga do grupo
cloridrato possa formar interagdes de natureza eletrostdtica com a superficie carregada
negativamente das nanoestruturas metalicas pela adsor¢cdo de citrato trissddico ou borato
resultante das reacdes de oxirredugdo que se processam na sintese; uma vez que esses grupos
apresentam a capacidade de formar interagdes mais fortes, € possivel ainda que a DOX interaja
com as nanoestruturas ou com materiais organicos através de interagdes mais fracas formadas
pela nuvem 7 da antraquinona, pelos carbonos da cadeia lateral ou ainda pelo grupo metéxi do
anel L.

Assim, um estudo tedrico utilizando a DFT foi realizado para avaliar a adsor¢ao do

ouro metalico na forma de um dimero Au,, em fase gasosa, através da interacdo desse dimero
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com os principais grupos doadores de densidade eletronica presentes na DOX. Nesse estudo, o
dimero Au; foi adicionado a DOX nas posic¢des exibidas na figura 30, e as geometrias desses
conjuntos foram otimizadas e as energias obtidas. Para isso, utilizou-se o funcional hibrido
B3LYP e as fungdes de base de Pople 6-31+G(d,p), enquanto o dimero Au, foi modelado
utilizando o conjunto de bases de Los Alamos com pseudopotencial de nucleo efetivo para os
elétrons do nucleo e as bases explicitas para os elétrons de valéncia, LanL.2DZ. Optou-se pelo
dimero em detrimento de cluster maiores para preservar a natureza metalica do a&tomo de Au e
restringir as fungdes de onda moleculares a funcdes de estado do tipo singleto, uma vez que a

simulagdo de estados tripleto levaria a um aumento consideravel de tempo de calculo.

Figura 30 — Posi¢des em que a adsor¢ao de um cluster de Au» foi testada. Os simbolos ® e ©®

indicam posi¢des em planos colineares ao plano da antraquinona localizados abaixo e acima,

respectivamente

NH,.HCI
OH

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A figura 31 apresenta as geometrias iniciais (I) e as respectivas geometrias otimizadas
(IT) para as posigdes de (a) a (g) em que a adsor¢do do dimero Au; foi testada. As posi¢des de
(a) a (g) foram selecionadas a partir da analise dos principais grupos doadores de densidade
eletronica presentes na DOX. Nas posicoes (a) e (b) o dimero de Auy foi adicionado na
proximidade de um grupo -C=0 quinolideo e de um grupo -OH localizados nos anéis II e III,
respectivamente, porém em posi¢des opostas localizadas no plano do anel antraquindnico. A

posi¢do (c) apresenta o dimero de Auz na proximidade de um grupo -C=0 quinolideo e do grupo
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metoxi, -OCH3, localizados nos anéis I e II, respectivamente. As posi¢des (d) e (e) foram
testadas em posi¢des que ndo envolvem o anel antraquindnico. A posi¢do (d) apresenta o dimero
de Au; localizado na proximidade de um grupo cetona e de um grupo hidroxila localizados nas
posigdes a e B, respectivamente, em relacao ao anel IV e a posicao (e) apresenta o dimero de
Au localizado na proximidade de dois grupos -OH, localizados diretamente no anel IV e na
posicao P ao anel IV, respectivamente.

A estrutura (a) converge, em (II), para uma posicdo entre os anéis I e Il da
antraquinona, com o dimero ocupando uma regiao que apresenta menor densidade eletronica.
As estruturas (b) e (c), localizadas entre os anéis Il e 111, e I e II, respectivamente, convergem
para uma estrutura final, em (II), semelhante a estrutura do palpite inicial da estrutura (c), ou
seja, com o dimero localizado na proximidade dos grupos doadores de densidade eletronica
localizados nos anéis I e II, respectivamente. Esse fato pode estar relacionado ao tipo de
interagdo formada entre a DOX e o dimero. A possibilidade da formag¢ao de uma estrutura quasi-
ressonante com os anéis formados por meio de um mecanismo semelhante ao de tautomerismo
ceto-endlico entre os pares de grupos C=0 e -OH de um mesmo lado do anel antraquinonico
implica em uma estabilidade maior dessas ligagdes e, portanto, explica o deslocamento do
dimero metélico para uma regido menos rica em elétrons. Além disso, os orbitais moleculares
do anel ocupam uma grande parcela espacial no exterior do esqueleto do anel (figura 8), o que
sugere uma espécie de repulsdo para regides menos populadas no entorno. E importante notar
ainda que a posic¢ao (b) convergiu para um ponto-de-sela de energia potencial, ou seja, para um
estado de transi¢dao, o que foi confirmado pela obtengdo das frequéncias vibracionais que
apresentaram o primeiro valor negativo, indicando uma frequéncia vibracional imaginaria para
o primeiro modo descrito.

Esse efeito ndo ocorre com as estruturas (d) e (e), em que os dimeros interagem com
os grupos doadores localizados na cadeia lateral. Ambas as posi¢des de adsor¢do convergiram
para posigdes similares as dos palpites iniciais. Na posicdo (d), o dimero ¢ orientado
externamente ao plano do anel antraquindnico ao interagir com os grupos cetona e hidroxila,
enquanto na posicao (e) o dimero aparece localizado entre a cadeia lateral e o anel gliconico,

fruto da interagdo com as duas hidroxilas.
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Figura 31 — Posigdes de (a) a (g) em que a adsor¢ao de um cluster de Au, foi testada (I) e a

respectiva geometria de equilibrio resultante (II)
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As posi¢des de adsorgao (f) e (g) foram testadas sobre planos orientados paralelamente
ao plano da antraquinona. Na posi¢ao (f), o dimero foi inicialmente colocado sob a ligagdo C=C
entre os anéis II e III, uma vez que essa por¢ao da molécula apresenta uma simetria de plano
horizontal ao plano proprio molecular. Na posicao (g), o dimero foi inicialmente colocado sobre
essa mesma ligacdo. A estrutura obtida a partir da posicao (f) inicial apresenta o dimero de Au»
deslocado do eixo entre os anéis II e III para uma posi¢ao diagonal ao eixo localizado entre os
anéis III e IV. Nessa estrutura, ¢ possivel observar a ocorréncia de um deslocamento do anel
gliconico, que adquire uma visivel conformagao de cadeira. Nessa estrutura, o anion cloreto se
desloca para uma posi¢ao superior ao esqueleto antraquindnico, carregando eletrostaticamente
a estrutura do anel gliconico para essa nova posi¢do. E possivel que essa estrutura topologica
minimize as interagdes eletrostaticas por meio da formacao de outras interagdes multiplas,
como ¢ possivel observar através da proximidade entre o dimero de Au: e os grupos doadores
-OH ligados ao anel IV. Ja a estrutura obtida através da posicdo (g) apresenta um dimero Au,
deslocado para a proximidade dos grupos doadores semelhantes ao da posi¢do (e), porém
orientados para o interior da molécula.

O grupo amina, presente na forma de cloridrato na por¢do gliconica da DOX, apresenta
elevada afinidade com nanoestruturas de ouro. Assim, para avaliar a possibilidade da formagao
de complexos através do grupo amina, duas estruturas de adsor¢do foram propostas através
desse grupo, conforme apresentado na figura 32. Na primeira estrutura (figura 32 (h)), realizou-
se a supressao do anion cloreto da espécie cloridrato, mas mantendo a presenca do prdoton
originado pelo HCI. Utilizou-se este arranjo para preservar a carga positiva localizada no anel
gliconico. Na segunda estrutura (figura 32 (1)), removeu-se completamente o acido cloridrico,
preservando-se a estrutura e a carga neutra da DOX. Para isso, as estruturas das respectivas
espécies derivadas da DOX, a forma catidnica sem a presenga do cloridrato, DOXH', e a forma
neutra sem a presenca do HCI, DOX, foram geometricamente otimizadas e as frequéncias
vibracionais foram obtidas para confirmar que essa estrutura correspondia a um estado de
minimo de energia. Em seguida, as energias respectivas foram tomadas como referéncia para
realizar a comparagdo com a espécie adsorvida no dimero de Au,.

A estrutura obtida a partir da posigdo (h) inicial apresenta o dimero de Auz deslocado
em dire¢do a cadeia lateral. Esse deslocamento ¢ razodvel, na medida que a estrutura da DOX
na posicdo (h) permanece carregada com a presenca do fon -NH3" no grupo gliconico. Assim,
o dimero se desloca no sentido de outros grupos doadores de densidade eletronica da molécula,

como os grupos -OH localizados na cadeia lateral, no sentido de minimizar a interagdo
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eletrostatica e a energia livre do sistema. Sem a presenca do anion cloreto, toda a molécula
adquire uma carga residual positiva. A estrutura obtida através da interagdo pela posi¢do (i)
apresenta um comportamento diverso; o dimero de Au, apresenta uma interagao direta com o
grupo amino, -NHp, e se orienta para o exterior do anel gliconico. Assim, a interacao passa a
ter uma caracteristica menos eletrostatica, com perda do carater idnico, € com o aumento do
carater de complexacdo, com a liga¢do ocorrendo através dos orbitais p. do grupo amino. Esses

comportamentos estao exibidos na figura 32.

Figura 32 - Posigoes (h) e (i) em que a adsor¢do de um cluster de Au; foi testada (I) e a
respectiva geometria de equilibrio resultante (IT). h) Adsor¢éo testada para o ion DOXH"
(carga positiva obtida através da supressao do anion Cl™ da espécie cloridrato), e 1) para DOX

neutra, removendo-se o acido cloridrico do anel da hexose
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A tabela 4 apresenta os valores das variagdes das energias de interagao obtidas para as
posigdes de (a) a (1). Dentre as posicdes (a) a (g), nas quais a estrutura da DOX foi mantida em
sua forma cloridrato, ou seja, DOX-HCI, a adsor¢do do dimero de Au; ndo ¢ favoréavel
energeticamente. As posigoes (a), (b), (¢), (d), (e) e (g) apresentam variagdes positivas para
AAEo, AAE, AAH e AAG. A posigao (f), porém, apresenta valores negativos para AAEo, AAE e

AAH, mas valor positivo para AAG, indicando um certo favorecimento termodinamico desta
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forma, embora esse resultado venha a corroborar a hipotese de que a interagdo eletrostatica
externa e a repulsdo eletrostatica interna parecem ter um carater determinante na formagao da
ligagdo entre a DOX e o ouro. Enquanto o dimero de Au; ¢ orientado, nas outras estruturas, em
dire¢des determinadas pelos grupos doadores de elétrons, na posigao (f) o dimero pode interagir
também com a nuvem de elétrons © do anel antraquinona, além da proximidade com os grupos

carregados eletrostaticamente, ou seja, os grupos -NH3" e CI".

Tabela 4 — Posigdes de interagio DOX-Au, e energias de adsor¢dio envolvidas (kcal mol™)

Posicio AAE AAE AAH AAG
Au2a 10,18 11,26 10,67 20,12
Au2b? 8,53 9,33 8,74 18,69
Au2c 7,84 8,79 8,20 17,38
Au2d 432 5,29 4,70 13,66
Au2e 7,74 8,60 8,00 18,81
Au2f -5,36 4,36 -4,96 5,40
Au2g 7,68 8,72 8,13 17,34
Au2h® -20,77 -20,21 -20,81 -8,90
Au2i 25,72 24,90 -25,49 -15,91

. Ponto-de-sela;

> DOXH" obtida através da supressdo do anion CI” do anel da hexose;
¢ DOX neutra.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A figura 33 apresenta o grafico das variacdes de energia de adsor¢do do dimero Au;
em todas as posi¢des testadas. E possivel observar que a adsorgio pelas espécies obtidas pelas
posigdes (h) e (i) ¢ favoravel termicamente, pois apresentam valores negativos para todas as
energias, inclusive para as variagdes de entalpias e energias livres de Gibbs de reacdo. A
adsor¢ao do dimero Auz nessas espécies ¢ facilitada pelo fato de ndo haver barreira de potencial
que precisa ser vencida para que a reagdo transcorra. Mesmo no caso da espécie protonada, a
DOXH", o balango de cargas que ocorre em fungio dos muitos grupos doadores de elétrons € a
reorganizacao das posi¢cdes moleculares permite ao agregado se aproximar de uma conformagao
que minimiza as interagdes eletrostaticas possiveis. A labilidade das ligagdes quimicas da
porcdo hexose da molécula e do grupo lateral permite que a molécula envolva o dimero,
centralizando a carga positiva residual desse grupo metalico e do proton no anel gliconico na

posi¢do (h), e a elevada afinidade do grupo amino pelo ouro implica na interagdo direta entre
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este grupo e o dimero. Em termos de orbitais moleculares do tipo LCAO, o grupo amino
apresenta 2 elétrons livres em um orbital p. isolado em um dos vértices de um tetraedro.
Figura 33 — Superficie de energia potencial do cluster DOX-Au, por posicao de conformagao
testada. (AAEo: soma das energias eletronica e de ponto zero; AAE: energia eletronica
termicamente corrigida; AAH: soma das entalpias eletronica e de ponto zero; AAG: soma das

energias livres térmica e eletronica.)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A andlise dos sitios de adsor¢do da DOX em modelos pequenos de dimeros Au»
permite algumas conclusdes sobre as caracteristicas desse tipo de transformagdo. Em um
primeiro momento, para a espécie idnica neutra da DOX, o DOX-HCI, a transformacdo nao
parece ser favoravel, embora possa ocorrer com base em interagdes mais fracas, como a que
ocorre na posicao (f) acima. Essa transformagdo, porém, baseia-se em interagdes mais fracas
do que a formagdo de complexos observada nas posicdes (h) e (i). O fato de estas ultimas terem
se mostrado reacdes totalmente favoraveis do ponto de vista termodinamico indicam que a
elevada afinidade do grupo amino pelo ouro ¢ capaz de sobrepor até mesmo a protonacao desse
grupo, ao suprimir-se o cloridrato.

No entanto, € possivel que essas observagdes sejam também fruto de uma descri¢ao

tedrica incompleta do sistema. Sabe-se que as simulagdes de moléculas no vacuo tendem a
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enovelar as moléculas tanto quanto possivel, em uma espécie de contragdo que visa justamente
minimizar a influéncia dos termos de atrag@o e repulsao couldombicos. Sem entrar na seara dos
métodos de simulacao totalmente correlacionados, uma possibilidade de avaliar a natureza
dessas interacdes de modo mais profundo envolve utilizar modelos de solvatagao continua,
como o modelo de densidade de solvente (solvent model density — SMD) ou o modelo continuo
polarizavel com formalismo de equagdes integrais (integral equation formalism polarizable
continuum model — IEFPCM), que permitem um maior relaxamento das ligagdes quimicas e
possibilitam a formagao de estruturas moleculares mais livres. Outra possibilidade envolve
analisar a fun¢do de onda. A obtencdo de orbitais naturais ligantes (natural bond orbitals -
NBO) permite avaliar a ordem de ligagdo entre os atomos das moléculas e dos clusters
metalicos, bem como prever a intensidade da interagdo entre eles. A analise dos orbitais
atomicos difusos (fuzzy atomic orbitals) permite ainda a obtencao da medida da intensidade das
interagdes de longa distdncia, uma medida que o DFT tende a subestimar sem as corregdes
necessarias.

A obtencdo das energias para as espécies derivadas da DOX, a forma catidnica sem a
presenga do cloridrato, DOXH", e a forma neutra sem a presenga do HCI, DOX, sugerem ainda
a possibilidade da ocorréncia de reagdes laterais de complexacao entre essas espécies € 0 ouro
metalico. A estrutura microscopica das nanoestruturas metalicas ¢ irregular e dinamica,
tendendo a condensar a parte que apresenta a maior cristalinidade no centro das nanoestruturas
e a parte amorfa na superficie; assim, ¢ razoavel supor que atomos na superficie de uma
nanoestrutura possam apresentar o que ¢ chamado de efeito de borda, ou seja, que atomos na
superficie sofram certos tipos de deformagdo em sua estrutura eletronica, que depende da
interacao com a parte amorfa da nanoestrutura e com o exterior, mediado pela presenga eventual
de adsorbatos e pelos solventes contidos na dupla camada elétrica do exterior das particulas.
Nesse aspecto, o calculo a partir de clusters metalicos, com maior nimero de 4tomos de ouro,

pode se aproximar de um modelo tedrico mais robusto.

4.4.2 Concorréncia de reacées de complexacio — atomo de Au

A DOX (DOX) ¢ um conhecido quelante de ferro, sendo capaz de se ligar tanto ao
Fe*? quanto ao Fe* (Sritharan; Sivalingam, 2021). Em um dos mecanismos que podem levar a
danos no DNA e a apoptose celular, a DOX participa de um conjunto de reagdes catalisadas por

enzimas, que geram espécies oxigenadas com alta reatividade. Nessas reagdes, a DOX, apds
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entrar no citoplasma, libera Fe?, um produto de reagdes redox que ocorrem com os cations
férricos provenientes de proteinas além da ferritina, como a fracdo [4Fe-4S] da proteina
citoplasmatica aconitase. Essas reagcdes ocorrem em uma via de mao dupla; sdo capazes de gerar
a apoptose celular das células tumorais a partir dos danos causados ao DNA, aos lipidios ¢ as
proteinas (Minotti, Giorgio et al., 1998; Zweier et al., 1986). No entanto, quando essas reagdes
ocorrem em células saudaveis, elas resultam em alta toxicidade. Nos cardiomidcitos, essas
reagoes podem resultar em aguda toxicidade, capaz de provocar cardiomiopatias graves.

A capacidade de formar complexos estaveis com o ferro, no entanto, fornece uma
possibilidade de lancar maos de uma abordagem alternativa para sistemas de entrega controlada
de farmacos. A utilizagdo de nanoparticulas superparamagnéticas de oOxido de ferro
funcionalizadas com o complexo DOX-Fe*? como um mecanismo de entrega controlada e
direcionada pela aplicagdo de um campo magnético externo mostrou-se uma estratégia versatil
e promissora para evitar os efeitos cardiotoxicos dessa droga. Além disso, a formacdo desse
complexo € sensivel ao pH; as nanoestruturas foram capazes de realizar a entrega da DOX livre,
sem a presenga de ferro, em pH 4,0 (Gautier et al., 2013; Munnier et al., 2008).

Assim, com o intuito de testar um modelo tedrico que se aproxima de um ad-atomo
metalico na superficie da nanoestrutura, com densidade de carga tendendo a ser positiva por
possuir um numero minimo de atomos vizinhos, foi realizado uma simulagdo envolvendo a
interagio da DOX com um ion Au'! em fase gasosa. Nesse estudo, a espécie reativa de DOX,
DOX!, foi modelada a partir da remocdo de um proton da estrutura antraquindnica em duas
diferentes posicoes, I e II, exibidas na figura 34. Para isso, foi utilizado o funcional hibrido
B3LYP e as fun¢des de base de Pople 6-31+G(d,p), enquanto o cation Au'! foi modelado
utilizando o conjunto de bases de Los Alamos com pseudopotencial de carogo efetivo para os
elétrons do nucleo e as bases explicitas para os elétrons de valéncia, LanL2DZ. Embora os
cations de Au*! sejam conhecidos e nio tio estaveis quando os cations Au™, optou-se pelo uso
dessas espécies catidnicas para manter a neutralidade de carga do complexo formado, uma vez
que a DFT ndo comporta muito bem a descricao de espécies muito carregadas. A formacao dos
complexos foi analisada em termos das variagdes das energias de reacdo obtidas em relagdo as
energias observadas para os ions DOX! e Au*! livres. Para isto, foi utilizada a energia eletronica
obtida diretamente através da simulagao dessa espécie carregada e ela foi utilizada diretamente
sem o emprego de fatores de corre¢do. Essa metodologia foi aplicada para a obtengdo das
energias e das geometrias otimizadas, das superficies de potencial eletrostatico (potential

electrostatic surface - PES), espectros Raman simulados, espectros de absor¢do UV-VIS-NIR
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simulados para 20 estados eletronicos do tipo singleto e orbitais naturais de transi¢do (natural
transition orbitals - NTO).

A DOX ¢ considerada uma base anfifilica leve (pKa 8,3). Assim, ¢ esperado que,
quando em solugdo acida, os grupos que apresentam carater acido na porg¢ao gliconica (pKa <
7), na antraquinona (pKa ~ 8,5) e na cadeia lateral (pKa > 10) encontrem-se todos protonados.
No entanto, buscou-se averiguar se a afinidade da base de Lewis formada, DOX™!, com o cation
Au*! pode levar a formagdo do complexo em uma estrutura condizente com aquelas esperadas
em uma solu¢do com pH 7 ou menor. Assim, optou-se pela remog¢ao do proton no anel
antraquindnico, uma vez que o complexo formado com o Fe*? parece ser capaz de quebrar
mesmo a estabilidade extra que a formagdo de uma estrutura quasi-ressonante envolvendo os
trés anéis benzénicos da antraquinona ¢ capaz de formar em pH neutro. As posi¢des em que o

préton foi suprimido estdo apresentadas na figura 34.

Figura 34 — Posicdes (I) e (II) de quelagdo de um cition Au*! testadas na DOX pela supressio

de um proton do anel antraquindnico

(ID

+NH;ClI

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A figura 35 apresenta as geometrias otimizadas ap6s a adi¢do do cation Au'!, e as

variagdes das energias obtidas ap6s a adsor¢io do cation Au*! nas duas posi¢des. A soma das
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energias das espécies neutras foi tomada como referéncia para o célculo das variacdes. As
diferencas das energias para as duas posi¢des da espécie DOX! sdo de -0,727, -0,821, -0,821 e
-0,533 kcal mol™! para AAEo, AAE, AAH e AAG, respectivamente. A precisio desses calculos,
no entanto, é de 1 kcal mol''; assim, considerou-se apenas a energia da posi¢do I para o calculo

das variagdes. A adi¢do do cation Au™'

apresenta-se, do ponto de vista energético,
extremamente favordvel termicamente, com variacdo das energias livres de Gibbs de reacao
entre -144,489 e -172,415 kcal mol™! para as posi¢des I e II, respectivamente. Presumivelmente,
a adi¢do do cation Au™' é capaz de neutralizar a densidade eletronica extra, resultante da
remogio do proton na antraquinona. Além disso, a estrutura resultante da adi¢io do cation Au™!
na posi¢ao II se encontra parcialmente envolta em torno das espécies carregadas, o que favorece

a minimizagao das interacdes eletrostaticas dos grupos carregados nas simulagdes realizadas no

vacuo.
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Figura 35 — Variacdes das energias de reagdo observadas, em termos da soma das energias
eletronicas dos fons DOX! e Au™! livres, para as reagdes de formagio do complexo entre a

DOX! e um cation Au'! nas duas posicdes, I e II
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

O principal grupo cromoforo eletronico da DOX esta localizado principalmente sobre
a por¢ao antraquinona da molécula (Figura §), com maximo de absor¢ao eletronica em 481 nm,
resultando em uma solugdo aquosa de cor vermelho alaranjada. No entanto, experimentalmente,
em solugdes tipicamente basicas, com valores de pH acima do pKa aparente, a remogao de um
ou dois prétons ligados ao grupo antraquindnico resulta em um deslocamento da banda de
absor¢do para regides de maior comprimento de onda, com a redu¢do da intensidade do pico de
absor¢dao em 481 nm e a emergéncia de uma banda menor em torno de 600 nm (Munnier et al.,
2008). Além disso, a DOX apresenta carater anfotérico; os pKa dos grupos acidos da
antraquinona sdao muito préximos, de modo que essa molécula pode existir em uma combinagao

de estados eletronicos determinados pela adicdo ou remogao de um ou dois protons especificos
(Paul et al., 1975).
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A figura 36 apresenta a geometria de adsorcdo e a superficie de potencial eletrostatico
obtidos para o complexo formado entre a DOX ¢ o cation Au*! pela posigdo 1. Essa geometria
apresenta o cation Au’! ocupando a posi¢do I diretamente na posi¢io em que o proton foi
removido, levando a uma leve distor¢ao do angulo da ligagdo C=0O quinonica no plano da
antraquinona. A analise da superficie de potencial eletrostatico indica concentragdo de
potenciais altamente negativos no cloridrato, referentes a presenca do anion CI™', e apenas
ligeiramente negativo sobre as ligacdes C=0 dos grupos simétricos aos grupos interagentes no
anel antraquinonico e nos oxigénios da cadeia lateral, tanto -OH quanto C=0. No entanto, a
sobreposi¢ao de potenciais sobre o &tomo de ouro parece ser um indicativo de que a neutralidade
de carga nessa regido foi atingida, o que ndo acontece nas outras regides mencionadas, uma vez
que essas regides encontram-se afastadas, com cargas mais localizadas e apresentam interagao
inexistente ou quase nula com o atomo de ouro. Essas relagdes suscitam a ocorréncia de uma
reducio da capacidade de interagio do complexo DOX-Au'! com grupos fortemente carregados
negativamente, mantendo, contudo, a possibilidade de interacdo através de interacdes mais

fracas e menos polares.
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Figura 36 — Geometria de adsorc¢do (I) e superficie de potencial eletrostatico (II) da posi¢ao I

de adsor¢do de um cation Au™! em DOX

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A figura 37 apresenta os orbitais naturais de transicdo (NTO) referentes aos orbitais
HOMO e LUMO de transi¢io para o complexo formado entre a DOX e o cation Au™! adsorvido
pela posicdo 1. E possivel identificar que tanto o orbital de transicilo HOMO quanto o LUMO
sao formados principalmente pela combinagdo de orbitais moleculares localizados
principalmente sobre a por¢ao antraquinonica da molécula, em especial dos anéis 11 e I1I (Figura
2), com pouca ou nenhuma contribui¢cdo de orbitais localizados na cadeia lateral e na por¢ao
gliconica. Um ponto de grande importancia € a concentragdo, no caso desses dois orbitais, de
densidade eletronica no entorno ou mesmo sobre o &tomo de ouro. Esse resultado implica que
os orbitais gerados pela contracdao das fun¢des de onda utilizadas para descrever o ouro com a
complexacdo passaram a fazer parte do principal grupo cromoforo da molécula. O espectro
simulado de absor¢do eletronica apresentado também na figura 37, diferentemente daquele

apresentado na figura 9, ¢ descrito em termos de duas transi¢des principais, que apresentam as
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maiores forgas de osciladores observadas. Nesse espectro, a transi¢ao eletronica com maior
probabilidade corresponde ao valor experimental observado, em torno de 480 nm. No espectro
da posi¢do I, entretanto, observa-se uma transi¢do mais intensa, com maximo de absor¢do
localizado em aproximadamente 497 nm, e uma segunda transicao, deslocada para a regido do
infravermelho, com maximo de absorgao localizado em cerca de 753 nm. Embora ambas essas
transigdes sejam descritas também por orbitais moleculares candnicos localizados no principal
grupo cromoforico da molécula, a antraquinona, ambas apresentam forte localizagdo também

sobre 0 atomo de ouro.

Figura 37 — Orbitais naturais de transigado HOMO (I) e LUMO (II) da posicao I de adsorcao

de um cation Au' em DOX
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De modo semelhante, a figura 38 apresenta a geometria de adsor¢do e a superficie de
potencial eletrostatico obtidos para o complexo formado entre a DOX e o cation Au*! pela
posicao II. Diferentemente do que foi observado para a posi¢ao I, essa geometria apresenta o
cation Au™! ocupando a posi¢do II de forma deslocada com relagdo a posi¢do inicial ocupada
pelo préton removido. A interagdo com o grupo quinona ocorre com uma distor¢do do angulo
da ligagdo C=0 muito maior, com o Au™! localizado entre a por¢do gliconica, o anion Cl'! e o
eixo dado pelo plano da antraquinona. Essa configuracao de interagdo resulta em um arranjo
molecular muito mais contraido do que a interagio que aparece na posi¢do I, com o Au!
localizado entre dois grupos volumosos da DOX. A analise da superficie de potencial
eletrostatico suscita, diferentemente do que foi observado na posi¢do I, concentragdo de
potenciais altamente positivos na regido do cloridrato e de toda a por¢ao gliconica da molécula,
um indicativo de que o 4nion CI™!, que na primeira posigdo neutraliza a carga do cation amonio,
nao possui densidade de carga suficiente para neutralizar esse grupo com a presenca do cation
Au'!. O anion CI"! parece interagir majoritariamente com o Au''. Essa parte da molécula entdo
adquire um carater positivo muito maior, enquanto o potencial negativo resultante das varias
ligagdes m dos anéis e de elétrons de grupos n dos heterodtomos encontram-se distribuidos de
forma aproximadamente homogénea sobre a por¢ao antraquindnica e sobre a cadeia lateral da
molécula. Nessa posi¢do de adsor¢ao molecular, o centro de densidade eletronica encontra-se

deslocado para a cadeia lateral.



120

Figura 38 — Geometria de adsorcdo (I) e superficie de potencial eletrostatico (II) da posi¢ao II

de adsor¢do de um cation Au™! em DOX

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A figura 39 apresenta os orbitais naturais de transicdo (NTO) referentes aos orbitais
HOMO e LUMO de transi¢io para o complexo formado entre a DOX e o cation Au™! adsorvido
pela posi¢ao II. Como no caso da posi¢do I, o espectro da posi¢ao II pode ser descrito
principalmente pela presenga de duas transi¢cdes que possuem as maiores for¢as de osciladores;
A transi¢do 1, centrada em torno de 545 nm, e a transicao 8, centrada em aproximadamente 340
nm. Assim como para a posi¢ao de adsorcao I, tanto o orbital de transigdo HOMO quanto o
LUMO sao formados principalmente pela combinagdo de orbitais moleculares localizados
principalmente sobre a por¢ao antraquinonica da molécula, em especial dos anéis Il e III (Figura
2). No entanto, diferentemente do que foi observado na posicdo I, as concentracdes de
densidade eletronica no entorno do 4&tomo de ouro sdao bem menores. Ao mesmo tempo, uma
grande contribuicdo da densidade eletronica pode ser observada nos anéis [ e IV da

antraquinona. A transi¢do 8 possui componentes eletronicos também, além dos anéis da
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antraquinona, muito localizados sobre a cadeia lateral. Esse resultado indica que os orbitais
resultantes da composicao das fungdes de onda eletronicas utilizadas para descrever o ouro
compdem apenas parcialmente o grupo cromoéforo da molécula, o que € um indicativo de que
na posicao II esses orbitais ndo se sobrepdem tao bem aos orbitais naturais originais quanto na
posicao I.

No entanto, ¢ possivel observar a influéncia de um segundo fendmeno, capaz de
conferir estabilidade a esse tipo de composto; o excesso de carga negativa resultante da remogao
do proton contribui para a formagao da estrutura quasiaromatica capaz de conferir estabilizagao
extra 38 DOX. No entanto, a remogio do préton na posi¢do II seguida da inser¢io do cation Au™!
parece estabilizar melhor esse excesso, além de interagir com menor intensidade com o anion
cloreto. Assim, o excesso de carga livre pode ser estabilizado pela rede de ligagdes conjugadas
do tipo m ao longo de toda a molécula, incluindo, neste caso, a cadeia lateral por meio

principalmente dos heteroatomos que compdem grupos retiradores de elétrons.
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Figura 39 — Orbitais naturais de transigdo HOMO (I) e LUMO (II) da posicao II de adsor¢ao

de um cation Au™' em DOX
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Esse conjunto de resultados indica que a formagdo de complexos de DOX! com o
Au"! fornece indicios de um mecanismo factivel para entender a adsorgdo molecular da DOX
na superficie das nanoestruturas de ouro. As consideragdes sobre a energética desse tipo de
reacao, associadas as consideragdes sobre a parte eletronica indicam que esse tipo de reacao ¢
muito favoravel energeticamente. E razoavel supor, no entanto, que a principal barreira para a
consolidacdo desse tipo de reagdo envolve a perda do cétion para o meio reacional, uma vez
que o coloide de Au de Creighton apresenta pH em torno de 4,0 e esses grupos apresentem,
ambos, pKa na faixa entre ~8-9. No entanto, os coloides sdo dispersoes que tendem a minimizar
a energia livre do sistema, uma vez que as nanoestruturas metalicas de tamanho nanométrico
contribuem com energia livre positiva, algo que € refletido na tendéncia a agregagao que esses
materiais possuem. Assim, uma hipdtese valida ¢ a de que o deslocamento do préton para o

meio possa ser guiado por efeitos puramente termodindmicos, com a possibilidade da
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ocorréncia de reagdes capazes de reduzir esse excesso de energia livre, mesmo que em menor
grau comparado ao todo.

Entretanto, experimentalmente ¢ um fato que a variagdo do pH e a consequente
desprotonacao dos grupos acidos leva a um deslocamento da parte eletronica para a regido do
vermelho, um fato confirmado também pelas simulagdes dos sistemas abordados neste capitulo.
Contudo, as variagdes visuais associadas a cor nao foram observadas de forma experimental ao
se adsorver a DOX na superficie das nanoestruturas metalicas, embora tenha-se observado o
deslocamento da banda de absor¢do molecular ao adicionar DOX aos sistemas de

nanoestruturas na figura 10.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, as espectroscopias Raman, SERRS e SERS, com o auxilio das
simulagdes computacionais por DFT, permitiram inferir os processos de adsor¢io de DOX
sobre superficies de AuNP com a mediagdo de modificadores de superficie B-ME e C1'.

Foi demonstrado, por espectroscopia UV-VIS-NIR, que suspensdes aquosas com
AuNP modificadas apresentaram cinética de adsor¢ao 6tima de DOX e dos modificadores de
superficie B-ME e KCIl nas concentracdes de 1 X107 8molL™t e 1x1073mol L1,
contribuindo para a obtengdo de espectros SERS com diferentes radiagdes excitantes em
ressonancia com transigoes eletronicas de clusters metalicos. Os nanoagregados formados pela
adi¢ao desses modificadores apresentaram perfis de absor¢do eletronica de evolucao temporal
lenta e controlada, com ressonancia de plasmon de superficie localizado do visivel até o
infravermelho proximo. Esse controle das propriedades plasmodnicas dos substratos SERS
permitiu o emprego desses nano agregados como substratos utilizados no registro de espectros
SERS utilizando linhas de laser de excitagdo do vermelho até o infravermelho proximo.

O espectro Raman da DOX foi obtido utilizando as radia¢des excitantes de 1064, 785
e 632,8 nm. Foi possivel obter-se o espectro da DOX no estado sélido, nas radiagdes 1064 e
785 nm. Apresentou-se uma tentativa de atribuig¢do das bandas observadas, obtidas por meio de
simulagdes computacionais utilizando o método B3LYP/6-31+G(d,p)//B3LYP/6-31+G(d,p).
Essa atribuicdo mostrou-se complexa, e a atribui¢ao das bandas se deu muitas vezes através da
composi¢ao de varios modos vibracionais diferentes. No entanto, foi possivel observar que o
padrio espectral da DOX é dominado pelas vibracdes da AP, tanto na regido alta (> 900 cm™),
onde os principais modos estdo relacionados aos estiramentos CC da por¢do antraquinona,
quanto da regido baixa, onde foi possivel identificar a presenca de uma banda de intensidade
média relacionada a deformagdo angular da por¢do AP fora do plano molecular, que foi
utilizada como padrdo interno para o efeito SERS. Apesar da DOX ndo apresentar absor¢ao
eletronica aprecidvel na regido do vermelho e do infravermelho proximo, foi possivel observar
a intensificacdo das bandas atribuidas aos modos da AP, que ¢ o principal grupo cromoforo
eletronico desse farmaco, ao passar da radiacao incidente no infravermelho para a radiacao no
vermelho, indicando que a DOX apresenta ressondncia de metaestados eletronicos mesmo em
frequéncias distantes daquelas relacionadas a transi¢@o eletronica observada. Assim, ao passar
do vermelho para o infravermelho proximo, foi possivel observar a intensificagdo de bandas

atribuidas a modos compostos por vibragdes do grupo amina protonado e do grupo metoxi.
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Os espectros da DOX solida obtidos com radiacdo excitante de 632,8 nm foram
completamente dominados pela fluorescéncia, e ndo permitiram a identificacdo de bandas bem
definidas sob um forte fundo de emissao resultante desse fendmeno. Contornou-se parcialmente
essa caracteristica por meio da obtengao dos espectros, utilizando essa radiagao, de solugdes de
DOX na concentragio de 1 X 1073 mol L. A possivel existéncia de outros mecanismos de
relaxacdo energética além da emissdao da radiacdo permitiu a obtengao desses espectros, que
apresentaram o perfil de bandas da DOX em bandas largas e em regides especificas; foi possivel
atribuir as bandas observadas a superestruturas de bandas relacionadas principalmente aos
modos vibracionais da AP, uma vez que nessa radiacdo foi verificada uma forte influéncia da
ressonancia eletronica de longa distancia.

Os padrées observados nos espectros Raman e Raman ressonante da DOX
permaneceram presentes também nos espectros SERS e SERRS. A intensificacdo das bandas
observadas foi caracterizada como indicativos de sitios de adsor¢ao preferencial do farmaco, a
partir da aplicagdo das regras de selecdo de superficie, € permaneceram presentes nos padrdes
espectrais da DOX obtidos nas superficies de ouro modificadas com CI'!' e B-ME. A comparacio
de ambos permitiu sugerir que, na presen¢a de cobertura de CI'!, a DOX adsorve através do
mecanismo de par idnico, com a por¢io amina protonada interagindo com CI'! em ponte com a
superficie metalica, enquanto na presenca do B-ME o plano da antraquinona tende a uma
posi¢do paralela em relagdo a superficie do ouro. Esses resultados nos permitem afirmar que
modifica¢des quimicas simples podem dar origem a diferentes tipos de interagdes, tornando o
sistema baseado em AuNPs e DOX adequado para uma variedade de aplicagdes.

Esses resultados foram corroborados pela simulagao de modelos de adsor¢ao da DOX
em ouro, tanto na forma de um ad-atomo com densidade de carga positiva (Au'!) quanto em
modelos de clusters simples de poucos dtomos de Au® (Auz e Aug). A adsor¢do do cloridrato
de DOX parece seguir um equilibrio que envolve multiplos fatores, como o mecanismo de
estabilizacdo de densidade de carga no anel antraquindnico por quasi-ressonancia € 0s
mecanismos de equilibrios acido-base envolvidos nos prétons. No entanto, as simulagdes da
energética e TD-DFT do sistema DOX'-Au"! mostraram que a formagio do ad-atomo ¢é
extremamente favoravel termicamente, com AAE, AAH e AAG << 0. No entanto, ¢ de se supor
que as principais barreiras de potenciais energéticos envolvidas estejam justamente ligadas aos
mecanismos de estabilizacdo mencionados anteriormente, uma vez que a obteng¢ao de um estado
de transicdo verificavel dependeria da abstragdo de um proton e da quebra da quasi-ressonancia

estabilizadora da AP. Contudo, a as energias obtidas sdo ainda corroboradas pela analise da
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funcdo de onda, que indica que os orbitais atdmicos do ouro passam a integrar a estrutura de
orbitais moleculares do principal grupo cromoférico da DOX.

A analise da DOX adsorvida sobre os clusters Auz permitiu inferir os principais sitios
de adsor¢io molecular sobre a superficie das nanoparticulas ouro. Em modelos de Au’,
mostrou-se que a DOX interage preferencialmente em um plano colinear ao plano proprio da
antraquinona. Essa interag¢@o parece estar diretamente relacionada a nuvem n deslocalizada da
AP, mas também com a proximidade que assumem os grupos C=0 e -OH da AP, e o anion CI’
!, pois o farmaco sofre uma alteracdo de sua conformagcio, adquirindo uma estrutura enovelada.
Esse comportamento € caracteristico de simulagdes no vacuo, uma vez que a formagdo dessa
estrutura minimiza as interacoes eletrostaticas dominantes nesse meio.

A analise da DOX adsorvida sobre os clusters Aug forneceu indicativos das geometrias
de adsorcao preferéncia desse farmaco sobre os clusters. A DOX interage preferencialmente
em um plano inclinado com relagdo ao plano molecular da AP. Esses dados foram corroborados
pela comparagio dos espectros SERS da DOX utilizando os modificadores de superficie CI'! e
B-ME. Por meio deles, foi possivel observar a ocorréncia da intensificagao especifica de uma
banda relacionada a um modo de deformacgdo angular fora do plano da por¢do AP, indicando
que esse modo estd localizado proximo o suficiente da estrutura metélica para sofrer agdo da
intensificagdo do campo elétrico, de acordo com as regras de selecdo de superficie.

Esta tese apresenta resultados conclusivos, que permitem inferir dados a respeito dos
mecanismos de adsor¢ao molecular da DOX nas superficies de ouro. Esses dados estdo no cerne
da aplicabilidade desses sistemas nanoestruturados como potenciais agentes de entrega
controlada de farmacos, uma vez que elucidam a quimica de superficie de uma molécula
complexa de interesse bioldgico e caracterizam as nanoparticulas metdlicas no que tange a
funcionalizacdo de sua estrutura e a cinética de adsor¢do. Todavia, esse conhecimento pode
ainda ser ampliado sobre os sistemas dessa natureza, a partir da obten¢do de isotermas de
adsor¢ao dos modificadores utilizados nesse trabalho, bem como de novos modificadores, além
do farmaco de interesse. A obtencdo de espectros SERS ou SERRS em outras linhas permitiria
também inferir mais dados a respeito dos mecanismos de intensificacdo por superficie e por
ressonancia propria da molécula. Uma possibilidade de tangenciar esses efeitos envolveria a
utilizacdo de moléculas espacadoras maiores € que possuem a possibilidade de interagir por
forgas de dispersao de London, como o acido 11-mercaptoundodecanoico, que interage de
maneira similar com a superficie metalica pelo tiolato de maneira semelhante ao B-ME, mas

que possui mais liberdade para se orientar espacialmente. De forma semelhante, a obtengdo do
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perfil Raman ressonante de forma simulada, através da resolug¢do de sistemas estaticos de
perturbagdo acoplada, permitiria elucidar o perfil de ressonancia e caracterizar a excitacao
baseada no comprimento de onda da radiagao incidente. Nessa linha, a caracterizagao do estado
eletronico excitado da DOX através da simulagdo da energética, do perfil vibracional e da
andlise da fun¢do de onda, baseadas em técnicas com dependéncia temporal, permitiria
completar as informagdes a respeito do perfil de ressonancia desse farmaco.

As simula¢des computacionais podem ser enriquecidas, ainda, pelo tratamento de um
sistema que utiliza modelos de solvatacao implicita, como os modelos baseados em cavidades
dielétricas, ou solvatacdo explicita ou mista, utilizando moléculas de agua para mediar
transferéncias de prétons puros ou em conjunto com os modelos implicitos. Essas técnicas
permitem uma maior relaxacao das ligagdes quimicas, o que afeta diretamente os perfis
vibracionais e permite caracterizar melhor os processos de transferéncia de carga e as eventuais
reagOes laterais envolvidas nesses mecanismos. O tratamento de clusters maiores, embora
custosos computacionalmente, permite ainda obter modelos mais bem caracterizados pelas
teorias de bandas, mais similares ao ouro metalico nanoestruturado.

A obtengao de espectros SERS reprodutiveis, a obtencao de técnicas que permitem
evitar a ressonancia propria da DOX e obter dados conclusivos sobre seu padrao vibracional e,
sobretudo, sua atribui¢do sdo discutidas na literatura nos moldes da espectroscopia Raman sem
intensificagdo. No entanto, lidar da mesma maneira com um efeito tdo complexo, um fendmeno
de segunda ordem, de descri¢do tdo profunda e dificil ¢ um procedimento imperfeito. Mesmo a
mais simples atribuicao de bandas em um espectro SERS torna-se uma tarefa herctilea quando
o sistema nao ¢ conhecido, de modo que deve existir no pesquisador que galga esse caminho
uma disposicao para explorar e ampliar os olhares, algo que deve imperar sobre as obviedades
e tensdes do cotidiano do laboratério, de modo que o modelo estudado seja muito bem
construido e parametrizado adequadamente.

As nanoestruturas modificadas possuem potencial para anélise em sistemas bioldgicos,
principalmente no que tange a sua estabilidade. Uma vez que se conhece os regimes cinéticos
para dados modificadores, ¢ possivel ainda adicionar moléculas que isolam a superficie da
nanoestrutura, como a quitosana natural ou modificada, o polietilenoglicol ou a polivinil-
pirrolidona, amplamente utilizados como biocompatibilizadores em sistemas bioldgicos,
impedindo também a agregacao e mantendo a estabilidade durante os testes.

E possivel que as ferramentas computacionais, apesar das dificuldades tanto na teoria

quanto no manuseio, fornegam muitas maneiras de observar a evolucao das reacdes quimicas e



128

da formacao de sistemas nanoestruturados de interesse, muito embora a acuracia muitas vezes
troque moedas com o custo computacional. No entanto, se os palpites estruturais estiverem
corretos, € possivel obter-se superficies altamente refinadas e correlacionar com o modelo

fisico-quimico de interesse.
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ANEXO A — Coordenadas cartesianas das estruturas de entrada e saida (DFT)

Tabela 5 — Coordenadas cartesianas da estrutura de entrada do cloridrato de DOX

Atomo X y z

O 5.807904  -2.200638 -1.202417
O 3.307265  -1.564545 -1.532645
O 0.876464 -1.025618 -1.784436
H 1.766305 -1.489974 -1.866837
O -1.865588  -0.507512 -0.450521
O -2.810677  1.665145  1.054638
H -2.465830  0.766860  0.923857
O 1.608854  3.501956  1.232815
H 2.565908  3.552338  1.510683
O 4.065825  2.883745  1.477890
O -3.151663  4.521208 -1.004011
O -5.239706  4.898668  0.609244
H -5.909446  4.970395  1.300245
O -5.032109 -3.816132 -0.524656
H -5.752837  -3.778373 -1.165697
O -3.445935  -1.600287 -1.810358
N -3.602671  -3.790494  1.820088
H -2.584056  -3.856069  2.523852
H -3.740761 -4.662135  1.305592
H -4.392400 -3.686179  2.458509
C 6.257002  1.259546  1.075068
H 6.339475  2.164508  1.664802
C 7.348867  0.425112  0.858195
H 8317199  0.673174  1.282529
C 7.213237  -0.735054  0.099371
H 8.076226  -1.370081 -0.053962
C 5973621 -1.085160 -0.463912
C 3.506993  -0.555643 -0.820352
C 1.113694  0.063309  -1.035396
C -1.344617  0.547398  -1.313367
H -1.231977  0.136518  -2.320746
C -2.318104  1.725736  -1.351156
H -3.316983  1.357539  -1.603185
H -2.014900  2.422047 -2.140070
C -2.341564 2493636  -0.016292
C -0.932650  3.045355  0.285075
H -0.772350  3.954010 -0.309482
H -0.886402  3.351885  1.334547
C 1.482306  2.380387  0.509043
C 3.882251 1.851722  0.795298
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-3.315731
-4.458737
-5.036939
-4.019756
5.016360
4.841725

2.570729
2.391123

0.188465

0.016141

6.908277
7.281631

7.722653

6.510862
-2.226506
-1.479270
-2.291849
-2.355951
-1.378025
-3.518990
-3.405141
-4.797823
-5.641441
-4.618790
-4.519967
-5.790192
-5.637552
-6.729489
-5.876868
-1.277043

3.685354
3.749180
2.817071

3.743709

0.927421

-0.244044
1.528112

0.353562

2.075726
0.931497

-3.084121
-3.482657
-2.589768
-3.899266
-1.723014
-1.963192
-2.820099
-3.780187
-2.813146
-2.648827
-1.748942
-2.522890
-2.238747
-1.403528
-0.467091
-1.274491
-0.416473
-1.127023
-2.160049
-3.857193

-0.139128
0.860175
0.772812
1.869301
0.524794

-0.256118
0.254976

-0.528870

-0.005026

-0.769217

-1.406568

-0.455911

-1.949437

-2.011227

-1.090920

-1.850586

-0.029426

-0.552074
0.569389
0.871025
1.483410
0.031741
0.683401

-1.012623

-0.442800

-1.978352

-2.637836

-1.434558

-2.617513
3.457401

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Tabela 6 — Coordenadas cartesianas da estrutura otimizada do cloridrato de DOX

Atomo

X y z
O 5.807904  -2.200638 -1.202417
O 3.307265 -1.564545 -1.532645
O 0.876464 -1.025618 -1.784436
H 1.766305  -1.489974 -1.866837
O -1.865588  -0.507512  -0.450521
O -2.810677  1.665145  1.054638
H -2.465830  0.766860  0.923857
O 1.608854  3.501956  1.232815
H 2.565908  3.552338  1.510683
O 4.065825  2.883745  1.477890
O -3.151663  4.521208  -1.004011
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-5.239706
-5.909446
-5.032109
-5.752837
-3.445935
-3.602671
-2.584056
-3.740761
-4.392400
6.257002
6.339475
7.348867
8.317199
7.213237
8.076226
5.973621
3.506993
1.113694
-1.344617
-1.231977
-2.318104
-3.316983
-2.014900
-2.341564
-0.932650
-0.772350
-0.886402
1.482306
3.882251
-3.315731
-4.458737
-5.036939
-4.019756
5.016360
4.841725
2.570729
2.391123
0.188465
0.016141
6.908277
7.281631
7.722653
6.510862
-2.226506
-1.479270
-2.291849

4.898668
4.970395
-3.816132
-3.778373
-1.600287
-3.790494
-3.856069
-4.662135
-3.686179
1.259546
2.164508
0.425112
0.673174
-0.735054
-1.370081
-1.085160
-0.555643
0.063309
0.547398
0.136518
1.725736
1.357539
2.422047
2.493636
3.045355
3.954010
3.351885
2.380387
1.851722
3.685354
3.749180
2.817071
3.743709
0.927421
-0.244044
1.528112
0.353562
2.075726
0.931497
-3.084121
-3.482657
-2.589768
-3.899266
-1.723014
-1.963192
-2.820099

0.609244
1.300245
-0.524656
-1.165697
-1.810358
1.820088
2.523852
1.305592
2.458509
1.075068
1.664802
0.858195
1.282529
0.099371
-0.053962
-0.463912
-0.820352
-1.035396
-1.313367
-2.320746
-1.351156
-1.603185
-2.140070
-0.016292
0.285075
-0.309482
1.334547
0.509043
0.795298
-0.139128
0.860175
0.772812
1.869301
0.524794
-0.256118
0.254976
-0.528870
-0.005026
-0.769217
-1.406568
-0.455911
-1.949437
-2.011227
-1.090920
-1.850586
-0.029426
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-2.355951
-1.378025
-3.518990
-3.405141
-4.797823
-5.641441
-4.618790
-4.519967
-5.790192
-5.637552
-6.729489
-5.876868
-1.277043

-3.780187
-2.813146
-2.648827
-1.748942
-2.522890
-2.238747
-1.403528
-0.467091
-1.274491
-0.416473
-1.127023
-2.160049
-3.857193

-0.552074
0.569389
0.871025
1.483410
0.031741
0.683401

-1.012623

-0.442800

-1.978352

-2.637836

-1.434558

-2.617513
3.457401

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Tabela 7 — Coordenadas cartesianas de entrada do cluster de seis atomos de ouro (DOX-Aue)

Atomo X y Z

Au 0.000000  -1.674870  0.000000
Au -2.701153 -1.561604  0.000000
Au 2.702195  -1.557813  0.000000
Au 1.451307 0.839012 0.000000
Au -1.451262  0.836516  0.000000
Au -0.001087 3.118759 0.000000

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Tabela 8 — Coordenadas cartesianas da estrutura otimizada do cluster de seis atomos de ouro

(DOX-Aug)

Atomo X y Z

Au -1.450575 0.837486 0.000000
Au -2.701091  -1.559483  0.000000
Au -0.000001 3.118952 0.000000
Au 1.450576  0.837494  0.000000
Au 0.000000 -1.674977  0.000000
Au 2.701092  -1.559473  0.000000

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Tabela 9 — Coordenadas cartesianas da estrutura de entrada do cloridrato de DOX adsorvida

em um cluster de seis atomos de ouro (DOX-Aus)

Atomo X y z

O 1.748891 1.175669  -3.900004
O -0.792553 0.810073  -3.472928
O -3.184521 0.320308  -2.945436
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-2.256687
-5.327809
-6.413319
-5.793982
-3.240288
-2.334548
-0.788149
-8.542097
-9.810281
-10.127132
-6.885663
-7.766151
-6.807437
-4.752880
-3.674104
-4.930239
-5.146824
1.605180
1.538145
2.801998
3.698689
2.866702
3.811420
1.725335
-0.743303
-3.135222
-5.548499
-5.629635
-6.844611
-7.654827
-7.113705
-6.698410
-5.594765
-6.001057
-5.329342
-3.168805
-0.780181
-8.026360
-8.621591
-8.787116
-7.857636
0.463064
0.489982
-1.986058
-1.962724
-4.350249

0.262034
-0.419413
1.075438
0.442928
4.575002
4.995061
4.987279
3.593346
3.087213
2.890156
-4.699100
-4.899665
-1.955043
-4.359881
-4.259328
-5.150342
-4.603468
4.390984
5.219588
4.066121
4.645666
2.990792
2.746049
2.213667
1.753712
1.365889
0.844257
0.614779
1.500793
0.766295
2311781
2.097072
3.174861
4.089067
3.434460
3.537553
4.005103
2.767227
2.360786
1.272636
2.541240
3.627922
2.529197
3.210761
2.114605
2.768195

-3.340529
-0.926792
1.224176
0.829423
0.530039
0.536584
-0.018195
-0.058579
2.230981
3.120450
-0.668333
-1.011448
-1.920982
0.871579
1.014087
0.241979
1.783147
-1.260064
-0.565870
-1.894653
-1.696609
-2.774343
-3.241981
-3.046925
-2.652637
-2.101503
-1.635442
-2.701938
-1.156576
-1.186766
-1.842168
0.254886
0.241704
-0.211584
1.270821
-0.317990
-0.791863
0.666822
2.004954
1.986639
2.776969
-1.510564
-2.410271
-1.004961
-1.908985
-0.511453
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Au
Au
Au
Au
Au

-4.325703
2977771
3.723577
3.368635
2727711
-5.448374
-5.037238
-4.686184
-4.645378
-3.664366
-5.409589
-5.325000
-6.890062
-7.425529
-7.546246
-7.554464
-8.975585
-9.412041
-9.598474
-9.004862
-1.836855
-0.058802
2.336338
1.109922
4.773726
2.388550
3.689754

1.701407
0.791201

0.504201

1.591809
-0.074919
-1.595812
-1.424702
-2.722308
-3.572734
-2.397632
-3.133680
-2.346351
-3.451842
-3.561959
-2.288460
-1.428758
-2.587169
-1.699161
-2.865671
-3.388792
-4.380784
-2.554204
-1.849113
-0.197636
-1.032498
2.178824
0.666463

-1.399106
-4.516431
-3.765601
-5.156805
-5.129144
-1.699327
-2.696602
-0.992206
-1.681140
-0.779739
0.292620
1.046924
0.028296
0.985568
-0.745122
-0.058314
-1.184171
-1.650217
-0.327575
-1.930906
1.359747
0.814069
-0.296445
1.553002
-1.363490
2.233040
0.423442

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Tabela 10 — Coordenadas cartesianas da estrutura otimizada do cloridrato de DOX adsorvida

em um cluster de seis atomos de ouro (DOX-Aus)

Atomo X y z

O -3.044491 3.053516  3.172037
O -0.558500  2.304455  3.068075
O 1.782547 1.470272  2.914936
H 0.828582 1.610391  3.218499
O 4.148575 0.083646  1.213386
O 5.643457 1.052334  -0.922630
H 4.920509 0.529399  -0.542387
O 2.644229 4.790314  -1.374054
H 1.797492 5.278198  -1.575907
O 0.222874 5.556381  -1.199480
O 7.688838 3.694463  0.213103
O 9.226071 2.781289  -1.764667
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9.661970
4.943913

5.396283

4.642736
4.082933

3.529104
3.529325

4.899817
-2.307629
-2.084152
-3.576111
-4.373708
-3.837542
-4.833001
-2.827067
-0.416727
1.938628

4.318549

4.243738

5.710068

6.456839

5.933495

5.819446

4.790667

5.194377

4.664157

2.379670

0.039614

7.231448

7.984965

8.095745

7.344287

-1.291593
-1.520379
1.114393

0.887431

3.442039

3.215689
-4.351786
-5.075261
-4.683651
-4.262234
3.670135

2.825440

3.261399

2.730446

2.405095
-4.212574
-4.309210
-1.259650
-4.097135
-3.911942
-4.674624
-4.649667
5.527403
6.157862
5.493095
6.108915
4.669558
4.654851
3.858983
3.044438
2.289268
1.430583
1.361130
1.929564
1.183688
2.849177
2.232974
3.318285
4.304495
3.320240
3.987721
4.790849
2.778569
2.131238
1.060793
2.188519
4.726936
3.880940
3.947412
3.094815
3.171060
2.326520
2.955086
2.594063
3.916057
2.226429
-0.913254
-0.530647
-2.126455
-2.816802

-2.538900
2.529873
3.377382
3.080051
-0.004913
-0.918114
0.633363
-0.277408
-0.097374
-0.949728
0.475393
0.070162
1.567702
1.992837
2.115852
2.069567
1.860193
1.763586
2.851674
1.374902
1.665302
1.925316
-0.130958
-0.515121
-0.250807
-1.602268
-0.332167
-0.227730
-0.439576
-1.589971
-1.361174
-2.483465
0.431841
1.547059
0.277969
1.392271
0.151109
1.230164
3.732224
2.992182
4.143855
4.538044
2.100114
2.674034
1.261683
1.925327
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Au

2.572604
4.494573
4.961976
5.518879
6.460838
5.831648
6.332999
6.745968
6.989579
7.680349
6.258487
2.802994
0.805854
-1.193929
-0.895885
-3.257293
-2.728119
-3.142629

-1.815349
-2.821453
-2.202456
-3.148253
-3.489200
-1.872000
-1.185916
-2.117222
-1.165798
-2.594495
-2.740494
-3.649173
-2.341126
-2.332284
-0.227630
-2.236795

1.811269
-0.128907

0.470274
0.680663
-0.090116
1.773326
1.310635
2.579973
1.880985
3.774080
4.253036
3.460019
4.532594
-2.652869
-1.810304
0.045093
-1.747701
1.842714
-1.661313
0.159388

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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ANEXO B - Script para aplica¢cio do PCA em Python 3.12

### Libraries

import numpy as np

import pandas as pd

import matplotlib.pyplot as plt

import matplotlib.gridspec as gridspec

import scipy.signal as ss

link = "Link para os dados removido" #KCl 10-3M

link2 = "Link para os dados removido"

url = 1link2 + 1ink([32:-20]

criteria = 3 # criteria to remove spikes
# reading csv with pandas and converting to numpy;
sersdf = pd.read csv(url)

wavelength = sersdf['Wavelength'].to numpy ()

sers = sersdf.iloc[:,1:].to numpy ()

slicing till desired window;

lwindow = np.where (wavelength == 1050) [0] # retorna um array 1xl

do indice

rwindow = np.where (wavelength == 1730.5) [0] # retorna um array

valor do indice

wavelength = wavelength[int (lwindow[0]) :int (rwindow[0])] #

indice, pois sédo arrays 1xl1.

sers = sers[int (lwindow[0]) :int (rwindow[0]),:] # Precisa chamar

pois sé&o arrays 1xl1.

# Initializing matrices to correct data;

linear adj = np.zeros([2, 124]) # Matrix to receive the a,b coeffs;
linear adj2 = np.zeros (sers.shape) # Matrix to receive the full point
corrections;

sers base = np.zeros (sers.shape) # Matrix to receive baseline corrected
spectra;

sers norm = np.zeros (sers.shape) # Matrix to receive normalized spectra;
savgol norm = np.zeros (sers.shape) # Matrix to receive savgol filter

spectra;

Generate baseline equations for each curve
Iterate through the baselines to get a and b linear adjustments coeffs;
for idx in range(len(sers[0,:])):
linear adj[0,idx], linear adj[l,idx] = np.polyfit ([wavelength[O0],
wavelength[-11], \
[sers[0,idx], sers[-1,idx]], deg » 3t the straight lines

subtract




linear adj2[:,idx] = wavelength * linear adj[0, idx] + linear adj[1,

idx]

# Subtract (correction df + min cell of each column) from original df;
sers_base sers - linear adj2

sers base sers _base - sers base.min() .min ()

Detecting spikes;
# Modified Z-scores application
mzscores = sers base.copy ()
spikes = np.zeros (sers.shape)

sers_nospike = sers base.copy ()

for i in range(criteria):
# Search for spikes;
for idx in range (len(sers[0,:])):
mzscores[:,1idx] = np.abs(0.6745 * (np.diff (mzscores[:,idx], prepend
= mzscores[0,1dx]) - np.median (mzscores[:,idx])) \
/ np.median (np.abs (np.diff (mzscores|[:,idx], prepend =
mzscores[0,1dx])) - np.median (mzscores[:,idx]))
spikes[:,1dx] = mzscores[:,idx] > (criteria *
np.std(mzscores[:,idx]) * np.ones(len(wavelength))) +

np.mean (mzscores[:,1dx]) # converts spikes location to boolean matrix

# Interpolating spikes;
for spikj in range(len(spikes[0,:])):
for spiki in range(len(spikes[:,0])):
if (spikes([spiki, spikj] == ) and (spiki-21 > 0): # Had to
double the sub conditions do avoid empty slice and dividing by zero error;
sers_nospike([spiki, spikj] = np.mean(sers nospike[spiki-
21l:spiki-1, spikj])
ENESEE
sers nospike[spiki, spikj] sers nospike[spiki, spikj]
# Normalize by dividing by max intensity;

for idx in range(len(sers[0,:])):

sers norm[:,1idx] = sers nospike[:,idx] / sers nospike[:,idx] .max ()

# Savgol filter aplication
for idx in range(len(sers[0,:])):

savgol norm[:,idx] = ss.savgol filter (sers norm[:,idx], 50, 3)
# Covariance matrix test;
savgolcenter = np.zeros like (savgol norm)
for idx in range (len(savgol norm[0,:])):

savgolcenter([:,idx] = (savgol norm[:,idx] - np.mean(savgol norm, axis =
1)).T / np.std(savgol norm, axis = 1).T

cov_mat = np.cov (savgolcenter)




values, vectors = np.linalg.eig(cov_mat)

values = values|[np.argsort (values)][::-1] # Al
tting r

vectors = vectors([:, np.argsort(values) [::-1]]
1lu

cumpctvar = np.cumsum(pctvar)
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Doxorubicin (DOX) is a drug used in the treatment of several neoplasms, but known for
strong side effects, including dysfunctions in heart, bone marrow and liver. These effects have
been overcome throughits usein drug delivery systems, as gold nanoparticles ( AuNP). Seeking to
understand such eomplex interactions, surface-enhanced Raman scattering (SERS) spectroscopy
was used to study the control of the adsorption of DOX on Au surfaces provided by chemical
modifications with chloride ions and 2-mercaptoethanol (ME). The optimal adsorption kinetics
was determined by UV-Vis-NIR spectroscopy to preclude aggregation processes and to maximize
the localized surface plasmon rescnance (LSPR) with the excitation lines for SERS analysis.
The vibrational assignment of Raman and SERS spectra were done with the support of Density
Functional Theory (DFT) calculation, allowing the proposition of adsorption geometries of the

drug on the metallic surfaces.
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Introduction

Cancer is the ordinary denomination given to the set of
diseases characterized by the fast disordered growth of cells,
demanding a lot of energy, nutrients and oxygen, resulting in
highly vascularized tissues,> which lead to the formation of
very aggressive tumors. There is a search for new chemical®
and biochemical®® strategies to improve efficiency of
existent drugs, as for instance the use of nanodevices to the
delivery of antineoplastic drugs to minimize side effects.®
The antineoplastic agents doxorubicin (DOX) is widely
used, since it has a potent action against many different
types of cancer, such as osteosarcoma,” hepatocellular
carcinoma® and myeloma.® However, the potential of
DOX as an effective antineoplastic drug comes with high
affectation of heath tissues, resulting in high cytotoxic,
neurotoxic and cardiotoxic effects.™' Such may lead
to chronic irreversible cardiotoxicity,' among others,
resulting in potentially lethal heart failure and stroke.
Seeking to overcome such unwilling effects, DOX was
applied with various methods of encapsulation,™*** such
as liposomes, " polymeric micelles™ % and exosomes,***
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as well as drug delivery system to improve the specificity
for tumors.*”*

Functionalized metallic nanoparticles have been
used to deliver drugs, since they exhibit unique surface
chemistry and biological features,” as coadsorption of
tissue recognizer, increasing the bioavailability in the target
tissue and reducing unwanted side effects.® Particularly,
gold nanoparticles (AuNP) present relevant optical
properties, besides low toxicity to health tissues.”’ AuNP
have electronic transitions, named localized surface plasmon
resonance (LSPR), which generates a huge increase in the
intensity of the electric field near the particle.*? This feature
is the base of surface-enhanced Raman scattering (SERS),
a crucial effect to understand the rich surface chemistry of
AuNP through the study of adsorbed molecules.® SERS
spectral patterns allow that gold nanodevices for drug
delivery could be built with understanding and control of
interactions in the drug adsorption.?! SERS spectroscopy is
based on the giant signal enhancement by electromagnetic
mechanism, due to the resonance of LSPR transition with
laser excitation.* In addition, the named chemical effect lead
to the vibrational signature of the surface complex formed
in the adsorption,” which is an outstanding way to study
interactions from molecular adsorbates and metallic surfaces.

The surface chemistry of AuNP allows passive delivery
routes,™ due to the neoangiogenesis. with the enhancement
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