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RESUMO

A terapia fotodindmica (TFD) é uma modalidade médica relativamente nova cujo principio
basico € a interacdo entre um composto fotossensivel (denominado fotossensibilizador; FS), luz e
oxigénio molecular gerando oxigénio singlete e/ou espécies reativas de oxigénio (EROS), que
provocam destruicdo celular. As ftalocianinas sdo uma classe de compostos que possuem
caracteristicas favoraveis a serem utilizadas como compostos fotossensibilizadores. No entanto, as
moléculas desta classe como, por exemplo, a ftalocianina de aluminio-cloro (AIPcCI), possuem a
desvantagem de sofrer o processo de auto-agregacdo em meio aguoso, efeito este que causa
mudancas drasticas nas propriedades fotofisicas importantes do FS, inviabilizando seu uso em
terapia fotodinamica. Contudo, a utilizagdo de sistemas solubilizadores/transportadores minimiza
este problema. Desta forma, neste trabalho, estudou-se as propriedades fisico-quimicas entre a
AIPcCI e os copolimeros micelares pluronicos® P-123 e F-127, visando obter formulacdes que
possam ser aplicadas em TFD e em Inativacdo Fotodindmica de Microorganismos (IFDMO).

Os estudos prévios envolvendo a interacdo primaria entre a AIPcCl com F-127 e P-123
(isotermas de ligagdo), mostraram um perfil complexo envolvendo a interagdo entre este FS e os
copolimeros, provavelmente decorrentes de complexos perfis de organizacdo estrutural da AlPcCI
(monomerizada/auto-agregada). Estes estudos também mostraram uma maior interacdo entre a
AIPcCl e o copolimero P-123 em comparagdo ao F-127. A cinética de interacdo entre a AIPcCl e os
copolimeros, por sua vez, corroboraram com 0s resultados obtidos nas isotermas, mostrando uma
maior interacdo entre a AIPcCl e o P-123, aléem de uma maior estabilizacdo da AIPcCI neste
copolimero, apresentando-se inclusive em um menor grau de agregacdo em maiores concentracdes
de P-123 (menores razdes [AIPCCI]/[P-123mic]).

Apos estes complexos resultados envolvendo a interacdo primaria AlIPcCl/copolimeros,
partiu-se para o encapsulamento da AIPcCl nos copolimeros, utilizando-se do método de dispersao
solida. Nos formulados obtidos através deste método, verificou-se que a AIPcCl é incorporada com
sucesso nos copolimeros. No entanto, enquanto a AIPcCI se incorpora na forma auto-agregada em
F-127, no copolimero P-123 verificou-se que este FS pode ser incorporado na forma monomerizada
dependendo da concentracéo de P-123 ou da razdo [AIPcCI]/[P-123mic].

Esta maior interacdo entre a AIPcCl e o copolimero P-123 observada nos estudos prévios e
também na AIPcCI encapsulada pelo método de dispersdo sélida decorre das diferencas existentes
no grau de hidrofobicidade entre os copolimeros, no qual o P-123 possui uma quantidade



relativamente maior de sitios hidrofobicos, capazes de estabilizar melhor a AIPcCl na forma
monomeérica.

Adicionalmente, os formulados da AIPcClI monomerizada em P-123 mantiveram-se estaveis
por um longo periodo de tempo, além de manterem suas principais propriedades espectroscopicas
frente ao processo de liofilizacdo/reidratacdo. Estes formulados também mostraram resultados
promissores nos estudos envolvendo inativagdo fotodindmica in vitro contra a bactéria S. aureus
bem como contra o fungo C. albicans, sem apresentarem toxicidade no escuro, mostrando-se

viaveis para a aplicacdo em IFDMO e em futuros estudos envolvendo TFD.

Palavras chave: ftalocianina, ftalocianina de aluminio-cloro, micelas poliméricas,

plurdnicos P-123 e F-127, inativagéo fotodinamica de microorganismos.



ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) is a relatively new medical modality whose basic principle is
the interaction between a photosensitive compound (photosensitizer, PS), light and molecular
oxygen generating singlet oxygen and/or reactive oxygen species (ROS), which cause destruction
cell. Phthalocyanines are a class of compounds which possess favorable characteristics for use as
photosensitizing compounds. However, the molecules of this class such as, for example, aluminum
phthalocyanine chloride (AIPcCl) have the disadvantage of suffering the process of self-aggregation
in an aqueous medium, an effect that causes drastic changes in photophysical properties important
FS invalidating their use in photodynamic therapy. However, the use of solubilizing
systems/carriers minimizes this problem. Thus, in this work, we studied the physicochemical
properties between AIPcCl copolymers and micellar Pluronic® P-123 and F-127, to obtain
formulations that can be applied in PDT and photodynamic inactivation of microorganisms (PDI).

Initially, studies were performed in homogeneous with AIPcCI in solvents with different
polarities (water, ethanol, acetone and DMSO) calculating the coefficient of molar absorptivity (g)
of the main absorption bands of AIPcCl (Soret, Qi, Qu and Qu), aiming to understand the
spectroscopic properties and also obtain the best solvent for studies involving the encapsulation of
the FS. The AIPcCI presented soluble in ethanol, suffering minimal effect of self-aggregation as
there is a lower solubility and more drastic formation of self-aggregates in acetone, dimethyl
sulfoxide (DMSOQO), chloroform, and especially in water. Additionally, the hydrophobic FS showed
reasonable values of fluorescence quantum yield and singlet oxygen in ethanol, showing it feasible
for application in PDT and IFDMO, being necessary to the encapsulation in this monomeric form in
a solubilizer/suitable system carrier.

Initial studies involving the primary interaction between the AIPcCl with F-127 and P-123
(binding isotherms), showed a profile involving complex interaction between this PS and the
copolymers, probably due to complex profiles of structural organization (monomeric/self —
aggregate forms). These studies also showed a greater interaction between AIPcCI and copolymer
P-123 compared to F-127. The Kkinetics of interaction between AIPcCl and copolymers,
corroborated with the results obtained from the isotherms, showing greater interaction between
AIPcCIl and P-123, in addition to further stabilize AIPcCI this copolymer, including presenting a
lower level of aggregation at higher concentrations of P-123 (lowest ratios [AIPcCI]/[P-123nmic]).



After these results involving the complex primary interaction AlPcCl/copolymers, became
for the encapsulation of AIPcCI in this copolymers, using the method of solid dispersion. In
formulated obtained by this method, it was found that the AIPcCl is incorporated successfully in the
copolymer. However, while AIPcCI is incorporated in a self-aggregated form in F-127, in the
copolymer P-123 was verified that this PS can be incorporated in the monomeric form depending
on the concentration of P-123 or the ratio [AIPcCI]/[P-123mic].

This higher interaction between the AIPcCI and the copolymer P-123, observed in previous
studies and also in AIPcCI encapsulated by the method of solid dispersion is due to differences in
the degree of hydrophobicity between copolymers, in which the P-123 has a relatively greater
amount of sites hydrophobic better able to stabilize the AIPcCl in monomeric form.

Additionally, the formulation of monomeric AIPcCl in P-123 remained stable for a long
period of time, maintaining their main spectroscopic properties after the lyophilization/ rehydration.
The formulated the AIPcCl encapsulated in P-123 also showed promising results in studies
involving photodynamic inactivation in vitro against bacteria S. aureus as well the fungus C.
albicans, showing no toxicity in the dark, being feasible for application in PDI and future studies

involving PDT.

Keywords: phthalocyanines, aluminium phthalocyanine chloride, polymeric micelles,

pluronics® P-123 e F-127, photodynamic inactivation of microorganisms.
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1. INTRODUCAO

1.1. Processos Fotoquimicos

A interacdo da luz com a matéria € a base dos processos fotoquimicos, que ocorrem apos a
absorcdo de fétons por moléculas fotoativas, promovendo um elétron do orbital mais baixo em
energia denominado HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) para o LUMO (Lowest
Unoccupied Molecular Orbital), transicdes estas que ocorrem do estado fundamental para o
excitado (Lakowicz, 2006). Os processos que ocorrem através da interacao da luz com a matéria sao
simplificadamente esquematizados pelo diagrama de Jablonski, ilustrado na Figura 1. Este diagrama
expressa as transicOes eletrdnicas entre os diferentes niveis eletrdnicos de uma molécula,
juntamente com as transi¢cGes entre os niveis vibracionais e rotacionais da mesma. Os estados
singlete fundamental, primeiro estado excitado e segundo estado excitado sao representados por S,
S1 e Sy, respectivamente. Os estados tripletes sdo representados por Ty e T2. As transi¢es que
envolvem processos radiativos, ou seja, com emissdo de luz, sdo mostradas pelas setas retas,
enquanto que aquelas que ocorrem sem emissdo de luz (ndo radiativas) estdo representadas por setas

com linhas onduladas.
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Figura 1. Representacdo Esquematica de um Diagrama de Jablonski (Lakowicz, 2006).

Apo0s a absorcdo de luz pelo composto em um comprimento de onda especifico, diversos
processos podem ocorrer. Primeiramente, a molécula pode ser excitada a qualquer nivel vibracional
de estados eletrénicos superior (S1 ou Sz). No caso da molécula ir para o estado excitado Sz ou
superior, a mesma relaxa rapidamente até o estado Si no nivel vibracional zero em um processo
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conhecido como converséo interna (IC). Este processo ocorre em um tempo aproximado de 102 s
através da desativacdo do estado excitado por meio de processos que envolvem rotacdo, translacao e
vibracdo das moléculas até o nivel vibracional zero em Si, sendo este o nivel energético
considerado o ponto de partida para os principais processos fotoquimicos que ocorrem (Gracetto,
2010). A partir do estado Si (que possui um tempo de vida de cerca de 107 s), a perda de energia
pode ocorrer através de emissdo de luz por fluorescéncia ou ainda por perdas atraves de conversao
interna. Uma vez nos estados vibracionais do nivel eletrbnico So, a molécula tende
preferencialmente a relaxar para o nivel vibracional zero deste estado. Isso faz com que o espectro
de absorcdo e de emissdo seja imagem um do outro, com algumas desigualdades referentes a
mudangas nas estruturas moleculares em ambos os estados. Essa similaridade ocorre porque a
excitacdo eletrdnica ndo altera a geometria nuclear. Por isso, 0 espagamento entre 0S niveis
energéticos do estado excitado sdo similares aos do estado fundamental. Como resultado, a estrutura
vibracional vista no espectro de absorcao e emissdo séo similares (Lakowicz, 2006).

Todos 0s processos mostrados até o presente momento ocorrem sem mudangas na
multiplicidade do spin do elétron, que na extensa maioria das moléculas no estado fundamental é
singlete. Porém, outro processo competitivo de desativacdo do estado excitado que pode ocorrer é 0
cruzamento inter-sistemas (ISC). Este processo se caracteriza por uma transicdo ndo radiativa
envolvendo niveis vibracionais de mesma energia de estados eletrdnicos com multiplicidades
diferentes (no caso, S1 > T1). Embora esta transicdo seja proibida por spin, sua ocorréncia pode ser
verificada na presenca de acoplamento spin-oOrbita (Lakowicz, 2006). Uma vez no estado triplete
excitado, a molécula pode perder energia por colisbes até o nivel fundamental So sem emissdo de
luz ou até mesmo emitindo-se luz até o estado fundamental através de um fenémeno denominado
fosforescéncia. O tempo de vida de emissdo de fosforescéncia é maior que o de emissdo de
fluorescéncia, uma vez que se trata de uma transicdo eletronica proibida por spin, cuja constante de
velocidade de decaimento é varias ordens de magnitude menor do que a de fluorescéncia
(Lakowicz, 2006). Grande parcela das reacdes fotoquimicas € iniciada a partir de moléculas que se
encontram em seu estado triplete, fato justificado pelo maior tempo de vida deste estado excitado
em detrimento aos outros estados energéticos.

Outros mecanismos de desativacdo do estado excitado que podem ser citados também
incluem: transferéncia de carga intramolecular, mudanga conformacional e interacdo no estado
excitado com outras moléculas (transferéncia de elétron, transferéncia de proton, transferéncia de

energia, formagao de excimeros e exciplexos; Valeur, 2002).



1.2. Terapia fotodinamica

A terapia fotodindmica (TFD) vem, nos dltimos anos, sendo amplamente conhecida e
difundida para o tratamento de infec¢fes causadas por virus, bactérias e fungos bem como, diversas
doencas cardiovasculares, dermatoldgicas e outras relativas ao crescimento anormal de células
como o cancer (Lee et al, 2009). A base de funcionamento da TFD envolve o uso de um composto
fotossensibilizador (FS) que possua uma relativa afinidade pela célula/tecido doente, sob a acdo de
luz de comprimento de onda especifico. A irradiacdo por luz faz com que o fotossensibilizador seja
capaz de reagir através de transferéncia de elétrons com substratos biologicos, ou por transferéncia
de energia para o oxigénio molecular para gerar o oxigénio singlete (*O2) ou mesmo outras espécies
reativas, que podem causar a morte celular por apoptose ou necrose (Castano e Demidova, 2005).

Desde a antiguidade sdo conhecidos os beneficios da utilizacdo da luz solar para o
tratamento de diversos males. No século VI a.C, o filésofo Herotodus relatou o uso da luz solar para
0 crescimento dsseo. O uso da helioterapia (terapia a base da luz do sol) foi defendida
ferrenhamente por Hipdcrates, entre os anos de 460-435 a.C para diversas doengas, paralelamente
demonstrando a importancia e a eficacia do tratamento. No Egito antigo, € reportado o uso de ervas
que continham psoralenos e banhos de sol para tratar vitiligo e psoriase.

Em 1900, Oscar Raab descreveu a agdo do corante acridina na presenca de luz sobre um
protozoario (paramécia), causador da malaria, demonstrando sua eficiente propriedade
fotossensibilizadora. Em 1903, por sua vez, Tappeiner e Jesionek utilizaram do corante eosina, na
presenca de luz, para o tratamento do cancer de pele. ApGs a exposicdo deste corante a luz,
verificou-se que havia uma diminuicdo do tumor ao término do processo. Em 1975, houve a
descoberta, por Dougherty, que um derivado de hematoporfirina sendo irradiado com luz de
comprimento de onda na regido do vermelho promovia a inibicdo do crescimento de células
mamarias tumorais em ratos (Dougherty et al, 1975). Posteriormente, também foram realizados
diversos ensaios clinicos com este derivado de hematoporfirina para tratar pacientes com cancer de
bexiga (Kelly e Snell, 1976).

O efeito fotodinamico de porfirina, em seres humanos, comegou a ser estudado no ano de
1912 por Meyer-Betz. Betz aplicou em si mesmo cerca de 200 mg de hematoporfirina (HP). A
exposicao dessas regides de seu braco a luz visivel fez com que houvesse a formacdo de eritema
solar, o que indica que a HP possui um efeito fotodindmico. Ainda na década de 60, derivados de
hematoporfirinas (HPD) foram extensivamente estudados na TFD por Lipson e Baldes (Lipson e
Baldes, 1960). A partir da década de 70, houve a tentativa de elucidacdo dos efeitos citotoxicos da
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terapia fotodindmica e, mais recentemente, alguns estudos demonstraram a eficiéncia da meso-tetra-
hydroxifenil-clorina (mTHPC) em tratamento com pacientes com carcinoma (Andersen e Ogilby,
2001).

Em 1993, a primeira aprovagdo do Photofrin®, um medicamento composto por derivados de
hematoporfirina (HPD) para o tratamento do cancer superficial de bexiga, foi aprovada pela
Canadian Health Protection Branch. Posteriormente houve sua aprovagdo pela Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos da América e também por outros paises como Holanda,
Jap3o, Alemanha e Reino Unido (Vicente, 2001). Os analogos comerciais do Photofrin®: Photosan,
Photocan também surgiram e, da mesma forma que o Photofrin®, foram obtidos através da
purificacdo e manipulacdo de derivados da hematoporfirina.

Em 1999 a FDA aprovou o uso do Levulan® Kerastic, um farmaco utilizado para lesdes de
pele, cancer de bexiga, acne entre outros (Simplicio et al, 2002). Mais recentemente houve a
aprovacdo de um medicamento cujo principio ativo € o composto BPDMA (Derivado de
Benzoporfirina Monodcida),Visudyne®, desenvolvido pela empresa QLT Phototherapeutics Inc
(Castano e Demidova, 2005). No ano de 2003, por sua vez, o fotossensibilizador Lasephyrin®
(talaporfina de sodio, NPe6, mono-Laspartilclorina e6, MACE) foi aprovado no Japdo para o
tratamento de cancer de pulméo (Usuda et al, 2006).

No Brasil, por sua vez, a terapia fotodindmica comecou a ser estudada através de uma
parceria entre fisicos da Universidade de S&o Paulo (So Carlos/SP) e médicos da cidade de Jau, a
partir do ano de 1995. A partir disso, a TFD se difundiu para diversos outros grupos de pesquisa
ligados a universidades em conjunto com outros profissionais da medicina (Setubal, 2007).

O ponto de partida para os processos fotodinamicos é o estado triplete excitado (T1, Figura
2), obtido apds o cruzamento inter-sistemas (S1—=> T1) que ocorre depois da excitagdo do composto
fotossensibilizador por luz de determinado comprimento de onda (se¢do 1.1). Uma vez no estado
triplete excitado, o fotossensibilizador causa a oxidacdo de substratos biologicos levando a
inativacdo de virus, bactérias e fungos bem como a morte celular através de dois principais
mecanismos: mecanismo do tipo | e mecanismo do tipo Il (Ochsner, 1997).

No mecanismo do tipo | (Figura 2), o fotossensibilizador (FS) pode reagir com um
substrato que pode ser desde componentes da membrana celular como, por exemplo, biomoléculas,
ou moléculas como o peroxido de hidrogénio, por transferéncia de elétrons formando-se radicais
livres ou ions radicalares. A maioria destes radicais, por sua vez, reagem prontamente com o

oxigénio levando a formagdo de uma variedade de intermediarios amplamente reativos



denominados EROS (espécies reativas de oxigénio) (H202, OH", O2’, RCO2", entre outros) que séo
0s principais agentes responsaveis pela morte celular através deste mecanismo (Machado, 2000).

No mecanismo do tipo Il (Figura 2), por sua vez, o FS no estado triplete excitado pode
reagir atraves de transferéncia de energia para o oxigénio molecular (O2) gerando, por sua vez, 0

oxigénio singlete (*0), que € o agente responsavel pelo dano celular através deste mecanismo.

Mecanismo do tipo |

> radicais livres — Espécies reativas de
oxigénio (EROS).

1}

S4(0y)

absorgao
BIouU32salon

‘hv Mecanismo do tipo Il
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Figura 2. Representacdo esquematica dos principais mecanismos de agdo citotoxica presentes na

terapia fotodindmica (Setubal, 2007).

Estudos recentes tém mostrado que o mecanismo do tipo Il é o maior responsavel pela
destruicdo das células cancerigenas (Castano et al 2005). No entanto, ambos 0s mecanismos
também podem ocorrer simultaneamente, e a razdo de ocorréncia de um ou outro dependera do tipo
de fotossensibilizador usado, concentracdo do substrato biolégico e do oxigénio molecular no
sistema (Castano et al, 2005).

As caracteristicas que um composto deve ter para que seja considerado um
fotossensibilizador ideal incluem baixa toxicidade no escuro e baixa incidéncia de toxicidade
administrativa (efeitos colaterais gerados apds a administracdo), absorcdo de luz na regido do
vermelho (>650nm), entre outros (Tapajos et al, 2008). Também é citado como requisito minimo
para um composto ser um bom FS os altos valores de absortividade molar em suas bandas de
absorcéo de interesse, (>20,000 M*cm™) e alto rendimento quantico de oxigénio singlete (*O.) para
minimizar a dose necessaria do composto de modo a obter resultados mais favoraveis na terapia
(Allison e Sibata, 2010).



A vantagem do uso da TFD para o tratamento de doencas é sua alta especificidade e
seletividade para as células doentes, embora que mesmo assim possam causar danos minimos para
os tecidos adjacentes (Strom et al, 1995). Diversas classes de compostos fotossensibilizadores sdo
utilizados na TFD como, por exemplo, os derivados porfirinicos, clorinas, ftalocianinas, etc
(Setubal, 2007). Neste trabalho, por sua vez, serdo estudadas as propriedades da ftalocianina de
Aluminio-Cloro (AIPcCl) em meio homogéneo e em micelas poliméricas formadas por moléculas
dos copolimeros F-127 e P-123, que sdo utilizadas como biotransportadores nano-estruturados uma
vez que, embora apresentando a principio caracteristicas favoraveis a TFD, o presente farmaco é

insoldvel em meio aquoso, restringindo/inviabilizando seu uso em TFD e IFDMO, por exemplo.

1.3. Oxigénio Singlete

O oxigénio singlete (*0,) € a principal espécie reativa responsavel pela destruicio da célula
em terapia fotodindmica (Castano et al. 2005). Isso se deve aos subsequentes processos
fotoquimicos que ocorrem quando o oxigénio é excitado para o seu estado singlete a partir do
estado fundamental triplete (Kearns, 1971). A molécula de oxigénio fornece dois estados singletes
excitados (com denotacdo espectroscopica Aq e 13, respectivamente) a partir de seu estado
fundamental triplete (°Y). Em particular, reagdes envolvendo o primeiro estado excitado, s&o
importantes em muitos processos fotoquimicos e fotobioldgicos, como a fotodegradacdo e
processos de envelhecimento, incluindo a fotocarcinogénese (DeRosa e Crutchley, 2002). As
reacGes envolvendo o oxigénio singlete sdo aplicadas em diversas areas do conhecimento, que
incluem terapia fotodindmica e sintese organica, com muitas inovacfes em tais areas (Kearns,
1971). A Tabela 1 mostra uma representacdo esquematica da ocupacdo dos orbitais moleculares
antiligantes para os estados eletrénicos do oxigénio, (na Tabela a energia* de transicdo é referente

ao estado fundamental da molécula).

Tabela 1. Representacdo esquematica da ocupacdo dos orbitais moleculares antiligantes

para os estados eletronicos do oxigénio.

Estado Orbital molecular antiligante Energia*, kJ mol”
L [T TIny 0
A, [T In'y 92,4
‘A, [ In«[Tdin, 92,4
Py [T I dn, 159,6



A denominacdo oxigénio singlete é definida como sendo os trés estados eletronicamente
excitados do oxigénio molecular, com notacdo espectroscopica *Ayx, Ay e 1Xq. O oxigénio possui,
segundo a teoria do orbital molecular, dois elétrons desemparelhados nos orbitais = *x e n"y, sendo
que os dois possuem o mesmo spin, o que lhe rende uma multiplicidade méxima, classificando-o
como triplete no estado fundamental. No primeiro estado excitado, por sua vez, 0 oxigénio esta
duplamente degenerado *Ax e 'Ay (92,4 kJmol™?). Este estado possui uma energia menor e é
representado comumente como !Aq. O segundo estado excitado (*Xg; 159,6 kJmol™?) possui um
tempo de vida muito curto e, por essa razdo, ndo tem chance de reagir, sendo desativado
rapidamente para o primeiro estado excitado (Foote et al, 1995). A desativacdo do primeiro estado
excitado singlete para o estado fundamental triplete é proibida por spin, o que confere um longo
tempo de vida para este estado. Desta forma o estado Ay pode ser considerado o principal
responsavel pela reatividade do oxigénio singlete (Machado, 2000).

O tempo de vida do 'O varia de acordo com a polaridade do solvente: em meio aquoso o
tempo de vida desta molécula é de aproximadamente 3 ps, enquanto que em alguns solventes
organicos o mesmo esta em torno de 10-100 ps (Tessaro, 2010). Em sistemas biologicos, por sua
vez, o tempo de vida é menor que em solventes organicos: de 100 ns em regides lipidicas das
membranas a 250 ns no citoplasma (Oscher, 1997). O tempo de vida menor em meio aquoso deve-
se a alta freqiiéncia de vibragdo H-O (3600cm™) da 4gua que promove uma relaxagdo mais efetiva
da molécula. Desta forma, o raio de acdo do oxigénio singlete também ira depender do tempo de
vida do mesmo nos meios em questdo. Em solventes organicos esse raio se encontra restrito a um
volume esférico com 10 nm de diametro. Por outro lado, em sistemas bioldgicos, o oxigénio
singlete apresenta tempos de vida extremamente baixos, inferiores a 0,04 us (Ochsner, 1997), o que
reduz o raio de acao da espécie para aproximadamente 0,02 um (Dougherty et al., 1998).

Como mencionado anteriormente, o oxigénio singlete € a principal espécie reativa
responsavel pelo dano celular em TFD. O mecanismo de acdo do oxigénio singlete levando a
inativacdo fotodinamica de microorganismos ou a destruicdo de células cancerigenas envolve a
reacdo rapida entre esta espécie com as duplas ligagdes existentes entre os carbonos presentes em
biomoléculas como lipideos, proteinas e &cidos nucléicos, bem como reacGes entre o oxigénio

singlete com anions, nucledfilos (sulfetos e aminas) entre outros (Oschner, 1997). Quase todos 0s
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constituintes celulares podem reagir com o oxigénio singlete. Em proteinas, por exemplo, o alvo
biolégico do O, sdo os aminoécidos cisteina, triptofano entre outros. Por sua vez, em &cidos
nucléicos esta molécula reage preferencialmente com guanina e em lipideos nas ligacGes
insaturadas (Setubal, 2007).

Existem na literatura diversas metodologias visando a determinacdo do rendimento quéantico
de oxigénio singlete. Um destes métodos € a quantificacdo direta através da verificagdo da emissdo
de fosforescéncia do oxigénio singlete no comprimento de onda de 1270 nm, metodologia resolvida
no tempo (Gerolla, 2010). Outro método bastante utilizado é a determinacgdo indireta através do
decaimento do estado triplete do B-caroteno (Wilkson et al, 1993) . No entanto, essas técnicas
requerem a utilizacdo de aparelhagens com detectores bastante sensiveis e o custo desses sistemas é
bastante elevado (Wilkinson et al., 1993). Hoje em dia, no entanto, medidas no estado estacionario
tém sido pesquisadas como métodos alternativos que envolvem a oxidacéo de substratos especificos
(“armadilha quimica”) que reagem prontamente com o oxigénio singlete. Este método é mais
simples e barato que os citados anteriormente e é baseado na verificacdo de reaces de foto-
oxidacdo que ocorrem com o substrato através de reacGes com o oxigénio singlete. A concentracao
do substrato diminui devido a reacdo com o oxigénio singlete e esta degradacdo é, geralmente,
medida por quedas na intensidade de absorvéncia deste substrato com o decorrer destas reagdes
(Gerola et al, 2012).

1.4. Ftalocianinas

Ftalocianinas (tetraazotetrabenzoporfirinas) sdo compostos heterociclicos planares em
sistemas aromaticos considerados fotossensibilizadores de segunda geracdo (Tapajés et al, 2008).
Foram descobertas acidentalmente por Braun e Tcherniac no ano de 1907 como subproduto durante
a preparacdo da orto-cianobenzamida, através de uma reagdo entre a ftalamida em acetona (Braun e
Tcherniac, 1907). No entanto, nenhuma atencdo foi dada a descoberta nesse periodo.
Posteriormente, em 1924, houve a descoberta por Diesbach e van der Weid de um composto azul
insoluvel em meio aquoso, a ftalocianina de cobre durante a cianagédo do orto-dibromobenzeno com
cianeto de cobre (1) em uma tentativa de se sintetizar uma ftalonitrila (Diesbach e von der Weid,
1927). Na década de 30 Scottish Dyes Ltda obtiveram a ftalocianina de ferro através de algumas
mudancas realizadas na sintese da ftalamida através de anidrido ftalico e acetona. Linstead foi o
primeiro pesquisador a utilizar-se do termo “ftalocianina”, palavra derivada do grego e que significa
naphta (6leo rock) e cyanine (azul). Nos anos seguintes, utilizando-se de uma variedade de técnicas
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de andlise, a estrutura das ftalocianinas, bem como diversos procedimentos para a obtencdo de
outras ftalocianinas complexadas com metais, foram descobertos (Linstead, 1934). Robertson, mais
tarde, comprovou a informacgéo sobre a estrutura das ftalocianinas antes descrita por Linstead, de
gue as mesmas possuiam estruturas planares, ao invés de tridimensionais (Robertson, 1935). Na
Figura 3 encontra-se comparativamente a estrutura do macrociclo de uma ftalocianina e a

ftalocianina de Aluminio-Cloro, a ftalocianina estudada neste trabalho.
C;T\\(\Z//\ (;T\\(\Z//\
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Figura 3. (a) representacdo da estrutura do macrociclo central presente nas ftalocianinas e (b)

estrutura molecular ftalocianina de aluminio-cloro (AIPcCI).

As ftalocianinas possuem forte absorcdo em regido de comprimentos de onda maiores (em
torno de 672 nm), regido de elevada absorcdo de luz pelos tecidos, ao contrario dos derivados
hematoporfirinicos, fotossensibilizadores de primeira geracdo, que ndo possuem banda de grande
intensidade nesta regido. As ftalocianinas podem ter diferentes ions metalicos complexados em sua
estrutura quimica, o que faz com que possam ser observadas diferencas significativas nas suas
propriedades fotoquimicas/fotofisicas (Nunes et al, 2004). Geralmente, ftalocianinas contendo zinco
ou aluminio (metais diamagnéticos) como ions centrais, possuem caracteristicas favoraveis para o
uso em terapia fotodinamica, como alto tempo de vida do estado singlete excitado (3-8ns) bem
como maiores tempos de vida do estado triplete excitado (>500ns), que faz com que haja o aumento
do rendimento quantico de formagdo de 'O2 (®'0,), agente diretamente responsavel pelo dano
celular (Nunes et al ,2004). Estudos também tém mostrado que o aluminio possui uma efetividade
ainda maior do que o zinco na morte celular de retrovirus (virus de RNA que se multiplica na célula
hospedeira), como mostrado nos trabalhos desenvolvidos por Ben-Hur e colaboradores, onde a

substituicdo do metal no macrociclo da ftalocianina de aluminio para zinco acarreta uma diminuicao



no efeito citotoxico do composto fotossenssibilizador em um fator consideravel (Ben-Hur e
Hosenthal, 1986; Ben-Hur et al, 1992).

Por sua alta estabilidade térmica e boas propriedades fotoquimicas, as ftalocianinas estdo
sendo extensivamente estudadas para a TFD no tratamento de diversos tipos de cancer (Ribeiro,
2003; Biyiklio“glu et al, 2011). Adicionalmente, esta classe de moléculas também séo estudadas em
nanoeletrénica e na fabricagdo de materiais orgénicos para aplicacdes em dispositivos dptico-
eletrénicos, incluindo sensores de gas, células solares e dispositivos emissores de luz (Chen, 2008).

1.5. Ftalocianina de Aluminio-Cloro

Além de todas as caracteristicas ja citadas nesse trabalho, que conferem as ftalocianinas
propriedades desejaveis para bons fotossensibilizadores na terapia fotodinamica, é também
considerado que as mesmas possuem uma boa compatibilidade com sistemas biotransportadores,
por exemplo, como os sistemas lipossomais (Kyriazi et al, 2007; Tapajos et al 2008).

A ftalocianina de aluminio cloro (AIPcCI) (Figura 3-b), tem mostrado inimeros resultados
eficientes que viabilizam sua utilizacdo contra diversos tipos de células via TFD e também contra
microorganismos de diferentes estruturacfes de suas paredes celulares via IFDMO. Estes resultados
se devem, entre outras caracteristicas, por esta molécula apresentar bons valores das principais
propriedades fotofisicas necessarias para um bom FS, como discutido anteriormente.

Apesar das caracteristicas favoraveis para o uso da AIPcCl em terapia fotodinamica, a
mesma possui a desvantagem inicial de ser praticamente insolivel em meio aquoso. Desta forma as
ftalocianinas de modo geral tendem a sofrer o processo de auto-agregacao neste meio (Ogunsipe et
al, 1994).Sabe-se, por sua vez, que a auto-agregacdo ¢ um fendbmeno indesejavel para a terapia
fotodinamica, uma vez que este processo causa modificagdes nas principais propriedades
fotoquimicas dos compostos como a diminui¢do do rendimento quantico de oxigénio singlete
(®'0y), principal agente citotoxico na terapia fotodinamica (Graceto et al, 2010; Chang et al.,
2011).

Desta forma, muitos estudos envolvem a sintese de AIPcCl sulfonado-substituidas,
havendo assim, um aumento na solubilizacdo destas moléculas em meio aquoso devido ao aumento
na polaridade desta decorrente da adi¢cdo de grupos sulfonados (Ben Hurt e Rosenthal, 1986;
Brasseur et al, 1999). No entanto, apesar de serem mais sollUveis em agua, as ftalocianinas de
aluminio-cloro sulfonadas (grafadas como AIPcCISn, onde n é o nimero de grupos sulfonados na
molécula) ndo apresentam resultados superiores de atividade fotodinamica em células em relagdo a
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ftalocianina de aluminio-cloro ndo substituida tanto em estudos in vitro (Ben Hurt e Rosenthal,
1986), quanto in vivo (Brasseur et al, 1999). Isto se deve a maior permeabilidade & membrana
celular de moléculas mais apolares, em comparacdo as mais polares uma vez que as interacdes
existentes entre a membrana celular e os compostos fotossensibilizadores sdo hidrofobicas
(Castano, 2005).

Neste sentido, é interessante a pesquisa envolvendo o desenvolvimento de sistemas
transportadores/solubilizadores visando a aplicacdo da AIPcCl em TFD sem que haja perda de suas
principais propriedades fotoquimica/fotofisicas devido a auto-agregacdo desta em meio aquoso.
Estudos adicionais reportados na literatura mostram acdo fotodinamica da AIPcCI (5,0x10° molL™)
in vitro incorporada em lipossomos (dimiristoil fosfatidilcolina) contra um tipo de tumor de lingua
(Longo et al, 2009). Estes estudos mostraram que a AIPcCl induz a morte de cerca de 90% das
células doentes por necrose sem o comprometimento das células sadias (Longo et al, 2009).
Também foi estudada a eficacia da AIPcCl em solucdo aquosa constituida de misturas com DMSO
e Tween 80 frente a células cancerigenas da pele (ndo-melanoma) em camundongos (Kyriazi et al,
2007). Estes estudos também evidenciaram a seletividade da AIPcCI frente as células doentes neste
sistema, que mostraram que células cancerigenas absorveram 40 vezes mais composto foto-ativo
que as celulas normais vizinhas, além dos observados efeitos citotoxicos apreciaveis da AlPcCl
observados frente a este tipo de células (Kyriazi et al, 2007).

Outro estudo importante feito por Longo e colaboradores foi 0 ensaio in vivo envolvendo a
AlPcCI (5,0x10°molL?) encapsulada em lipossomos catidnicos contra bactérias causadoras de
lesbes de céarie. Estes estudos mostraram que nos pacientes (dez pessoas, incluindo adultos e
criancas) tratados com TFD, a AIPcCl promoveu reducdo de cerca de 82% da carga inicial destes
microorganismos sem serem observados efeitos adversos durante e apds o tratamento (Longo et al,
2012). Finalmente, estudos recentes também mostraram alta capacidade citotoxica da AIPcCI
(3,0x10°® molL) complexada a ciclodextrinas em ensaios contra linhagens de células cancerigenas
localizadas em um masculo do rato (linhagem J774A.1) (Silva, 2010).

Além do tratamento contra células cancerigenas, um trabalho desenvolvido por Dutta e
colaboradores, mostrou acgéo fotodinamica da AIPcCI dissolvida inicialmente em dimetilformamida
(DMF) no tratamento contra a Leishmaniose, uma doenca de pele causada por um protozoario do
género Leishmania. Estes estudos, por sua vez, mostraram atividade da AIPcCl em concentracbes
baixas deste fotossensibilizador (107 molL™) contra as formas amastigotas e promastigotas do
protozoario causador desta doenca sem apresentar toxicidade as células sadias (Dutta et al, 2005).
No entanto, ndo hé relatos na literatura de trabalhos que envolvam a incorporacdo da AIPcCl em
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micelas poliméricas de P-123 e F-127. Portanto, neste trabalho o enfoque serd o estudo das
propriedades fisico-quimicas da AIPcCl em micelas poliméricas, um novo sistema
solubilizador/bio-transportador que pode ser utilizado no carregamento de farmacos.

1.6. Micelas poliméricas em formulacéo de diversos fotossensibilizadores

Devido a auto-agregacdo de uma grande gama de fotossensibilizadores em meio aquoso, ha
a necessidade de incorporacdo destas moléculas em sistemas nano-estruturados visando o
biotransporte e protecdo das mesmas contra degradacdo e/ou eliminacdo pelo organismo,
diminuicdo de efeitos colaterais (toxicidade) e como meio de obter a liberacdo controlada nas
regides (tecidos e 6rgdos) a serem tratados (Kataoka et al, 2001). Neste sentido, diversos sistemas
transportadores estdo sendo amplamente estudados como micelas formadas por copolimeros,
micro/nano esferas, conjugados polimeros-fotossensibilizador, lipossomos, complexos polimero-
DNA (poliplexos), nanogéis e outros materiais em nano-escala para uso médico que, por sua vez,
sdo coletivamente chamados nanomedicinais (van Nostrum, 2004; Batrakova e Kabanov, 2008 ;
Aparicio, 2011).

Os carreadores coloidais sdo amplamente utilizados como sistemas transportadores de
drogas. Comparando-se com outros tipos de carregadores, possuem caracteristicas Unicas como a
consideravel biocompatibilidade bem como uma melhor entrega do farmaco em sitios especificos
(van Nostrum, 2004; Miyata et al, 2011). O uso de micelas formadas por moléculas de copolimeros
na solubilizacdo/transporte de farmacos hidrofilicos foi inicialmente proposta em 1984 por Bader e
colaboradores e desde entdo vem sidas amplamente utilizadas (Jones e Leroux, 1999).

Até o presente momento, diversas moléculas hidrofébicas foram incorporadas com sucesso
nas micelas poliméricas formadas por copolimeros. Por exemplo, a molécula doxorubicina (DOX)
foi incorporada (por aprisionamento fisico) de modo eficiente em micelas do copolimero F-68.
Esses resultados demonstraram maior atividade antitumoral desta molécula contra células
carcinomas de pulmdo humano (linhagem A-549) in vitro quando incorporada nas micelas de
copolimeros em comparacao a molécula ndo incorporada (livre; Zhao et al, 2011). Outro estudo foi
realizado utilizando-se do farmaco Paclitaxel incorporado em copolimeros micelares derivados de
poli(etilenoglicol-co-metacrilato de metila) metil metacrilato contra células cancerigenas do figado
humano (Jiang et al., 2011). Estes estudos também mostraram uma maior eficiéncia antitumoral

desta molécula incorporada as micelas poliméricas em comparacdo as nao encapsuladas.
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Adicionalmente, este sistema mostrou uma relativa facilidade de incorporacdo, alta capacidade de
carregamento da molécula e alta estabilidade (Jiang, 2011 et al., 2011).

As micelas poliméricas formadas por moléculas de copolimeros possuem mais vantagens
sobre outros carreadores, tais como microesferas e algumas formulacdes lipossomais, devido ao seu
menor tamanho e uniformidade de suas particulas. Em geral, o tamanho das micelas poliméricas é
da ordem de varias dezenas de nandmetros (10 a 100nm) com uma distribuicdo bastante estreita, o
que faz com que as mesmas ndo penetrem nas paredes dos vasos normais da corrente sanguinea e
ndo sejam facilmente eliminadas pelo sistema renal e reticuloendotelial, permitindo uma maior
acumulacdo em tecidos tumorais (Harada et al,2011; Miyata et al, 2011). Este tamanho também ¢é
ideal para a estabilidade da micela polimérica e aumenta o tempo de circulagdo destes sistemas no
corpo (Li et al, 2011). E interessante mencionar que esta faixa de tamanho compreende a de
diversos sistemas como virus, lipoproteinas e muitos outros sistemas mesoscopicos naturais
(Kataoka et al, 2001). Isso faz com que as drogas sejam preferencialmente acumuladas nos locais
do tumor através de uma maior retencdo e permeabilidade (Li et al, 2011). Outras vantagens
atribuidas a incorporagdo de diversos tipos de farmacos em micelas copoliméricas advém de sua
liberacdo controlada e protecdo das substdncias encapsuladas da degradacdo e outros danos
relacionados ao metabolismo.

De modo geral, as micelas formadas por copolimeros (Figura 4) sdo constituidas de uma
parte hidrofilica que é responsavel pela estabilizacdo do copolimero via ligagdo de hidrogénio com
moléculas de agua e contra o reconhecimento por certos tipos de proteinas e macrofagos, e um
“core” hidrofdbico, responsavel pelo confinamento do farmaco por intera¢@es hidrofobicas (van der
Walls) ou por ligacdo covalente entre o farmaco com o bloco que compreende o dominio
hidrofébico (Kedar et al, 2010).

Para finalidades de incorporacdo, os nucleos relatados (parte hidrofobica) das micelas
formadas por moléculas de copolimero podem ter, por exemplo, sua estrutura formada por poli (B-
benzil-L-aspartato), poli (DL-4cido latico), poliésteres, poli (amino-acidos), poli (met) acrilatos e
poli (acrilamida). A corona, parte hidrofilica, é composta preferencialmente de polietilenoglicol
(PEG) (Jones e Leroux, 1999; Neradovic et al, 2001; van Nostrum, 2004).
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Figura 4. a) Representacdo esquematica para a formacdo de uma micela polimérica a partir de

copolimeros em agua e da incorporagdo de uma molécula (farmaco), por exemplo, paclitaxel, doxorubicina e
etc (Miyata et al, 2011) em seu interior hidrofébico b) Formula estrutural geral de um copolimero da classe
dos Plurénicos®, para o P-123; x=z=20 e y=70 e F-127; x=z= 106 e y=70.

Na classe dos copolimeros se destacam os poloxameros, em especial os comercializados
com a denominacéo Pluronics®, mais precisamente o F-127 e P-123, que sdo surfactantes triblocos,
onde h& duas extremidades hidrofilicas constituidas de polioxido de etileno (PEO) e um centro
hidrofébico, constituido de poliéxido de propileno (PPO) em diferentes proporgdes (Figura 4-b),
nos quais estudos recentes tem mostrado eficiéncia destes sistemas como biotransportadores de
moléculas hidrofobicas em estudos reportados na literatura (Kataoka et al, 2001; Hioka et al 2002).

Os poloxameros sdo classificados através de um sistema numérico de trés digitos, no qual,
considerando um unimero (monémero de um poloxamero), os dois primeiros multiplicados por 100
da o valor aproximado da massa molecular do centro hidrofébico, enquanto o Gltimo digito significa
a fracdo em peso de grupos hidrofilicos PEO em um unimero desta micela (Alexandridis e Hatton,
1995). Neste sentido, para o P-123 tem-se uma massa molecular molecular de aproximadamente
1200 para sua unidade hidrofébica enquanto que ha 30% de unidades hidrofilicas em um unimero
deste copolimero. Para o F-127, por sua vez, tem-se 0 mesmo valor de massa molecular de
unidades hidrofébicas porém ha a presenca de 70% de unidades hidrofilicas em sua estrutura, ou
seja, o surfactante polimerico tribloco F-127 possui uma natureza mais hidrofilica que o P-123
(Alexandridis e Hatton, 1995; Chowdary et al, 2003). O estado fisico dos copolimeros da classe dos
plurdnicos® a temperatura ambiente é conhecido através da primeira letra que compde seu nome,
onde F é relativo a flocos, P pasta e L liquido. Neste sentido tem-se que o F-127 estd em sua forma
flocular (nas condi¢cbes normais de temperatura e pressdo) e o P-123 em forma de pasta
(Alexandridis e Hatton, 1995; Hioka, 2002).
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Os surfactantes poliméricos da classe dos plurdnicos® também sdo bastante versateis, uma
vez que pode-se alterar a hidrofobicidade da sua micela variando-se o numero de unidades
repetitivas das cadeias hidrofilicas ou hidrofobicas destes surfactantes. Um aumento na cadeia
hidrofilica favorece a um aumento na capacidade de solubilizacdo de moléculas menos
hidrofobicas, que tendem a se acumular na regido interfacial da micela (Torchilin, 2001).

Tais poloxdmeros possuem baixa toxicidade em comparagédo aos surfactantes presentes nos
sistemas micelares tradicionais, além de uma concentracdo micelar critica relativamente baixa (em
torno de 10°M) em comparacdo aos mesmos, os tornando mais resistentes aos efeitos de dilui¢io do
formulado no plasma quando, por exemplo, in vivo (Aparicio, 2011). No entanto, tdo importante
que o fator CMC, a temperatura micelar critica (TMC) também tem sua importancia (Hecht et al.,
1995). A temperatura micelar critica é a temperatura na qual abaixo da mesma a micela do
copolimero estara presente no sistema sob a forma de monémeros (unimeros), e acima as mesmas
do copolimero se organizam (auto-associam) na forma de micelas, e pode, por exemplo, ser
estimada através de estudos de espalhamento dindmico de luz (DLS; Zhou e Chu, 1988), emissdo de
fluorescéncia utilizando-se de sondas fluorescentes como o DPH (Alexandridis et al, 1994), micro
DSC (microcalorimetria diferencial de varredura; Zhou e Chu, 1998; Hecht et al., 1995), onde neste
altimo, é definida como a intersecdo da tangente no primeiro ponto de inflexdo do pico-térmico com
a linha base (Hecht et al., 1995).

A TMC ¢ fortemente dependente da concentracdo de copolimero no sistema, de acordo com
a equacdo 1, obtida atraves de estudos de micro DSC e DLS (Wanka, 1995).

TMC = TMC® - A(w) (equacéo 1)

TMC?: valor da TMC a diluicéo infinita, w: concentragdo do surfactante em (%m/V), A:
coeficiente angular do grafico de TMC versus concentracdo do surfactante (°C/m%; valida para

poloxameros que estejam em concentracfes abaixo de 30%; Wanka et al, 1995).

A Tabela 2 mostra os valores de A(w) aplicadas através da equacdo 1 para os poloxameros
estudados neste trabalho (Wanka et al, 1994). Estes valores foram utilizados neste trabalho para
calculos de TMC em diferentes regides de concentracfes de poloxadmeros para os estudos

conduzidos no decorrer desta dissertagéo.
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Tabela 2. Constantes utilizadas para a determinacdo da TMC dos poloxameros estudados

utilizando-se da equagédo 1 (Wanka et al, 1994).

Poloxamero TMCe (°C) A (°C/%m)
P-123 17,8 0,38
F-127 20,4 0,59

Devido a maior complexidade dos copolimeros estes tem sido extensivamente estudados
como sistemas transportadores de farmacos (Wanka et al, 1994; Jones e Leroux, 1999; Myiata et al,
2011) e também, de modo geral, na industria farmacéutica como emulsificantes, agentes umectantes
e revestimento (Alexandridis e Hatton, 1995; Riess, 2003).

1.7. Inativacdo Fotodinamica de Microorganismos (IFDMO)

A crescente resisténcia dos microorganismos frente a acdo de antibidticos ou compostos
antifangicos tem levado a busca por alternativas para tratamentos antimicrobianos nos ultimos anos
(Perussi, 2007; Spesia et al, 2010). Os novos antibidticos desenvolvidos incluem bacteriéfagos,
modificacdo fendtipo-bacteriano, biblioteca genémica, dentre outros (Taylor et al, 2002; Ribeiro et
al, 2013). Uma alternativa para os tratamentos antimicrobianos que vém sendo extensivamente
estudada é a inativacdo fotodindmica de microorganismos (IFDMO). A IFDMO utiliza-se do
mesmo principio da TFD (mecanismos do tipo I e 1), sendo que a morte celular é causada pelo
oxigénio singlete e/ou radicais livres tornando improvavel que os microorganismos manifestem
naturalmente uma resisténcia a este tipo de tratamento com o passar do tempo, como usualmente
observado para alguns tipos de medicamentos tradicionais, como os antibidticos (O’ Riordan et al,
2005). Quando ocorre a inativacdo de microorganismos através do mecanismo do tipo | (ver secao
1.2), por exemplo, inicialmente tem-se a abstracdo de hidrogénios alilicos de moléculas insaturadas
como fosfolipideos presentes na membrana plasmatica iniciando algumas reacgdes redox, que geram
espécies reativas perto do alvo biomolecular. Uma vez com a presenca de oxigénio neste ambiente
microbial (citoplasma) ha a formacédo de espécies reativas de oxigénio como os radicais superdxido
e hidroxil que podem reagir com biomoléculas ou gerar peréxido de hidrogénio por combinagao
levando a efeitos citotoxicos, com formacdo de hidroperoxido lipidico (Wainwright, 2002). A
integridade da membrana é comprometida através desta peroxidacdo de lipideos, levando a uma
diminuicdo de sua fluidez e aumento na permeabilidade de alguns tipos de ions (Gerola, 2010). Ja
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no mecanismo do tipo Il, o oxigénio no estado singlete atua como agente oxidante de algumas
moléculas envolvidas na manutencdo e estruturacdo da membrana celular como fosfolipideos,
ester0is e peptideos entre outras (Wainwright, 2002). A IFDMO também ¢é utilizada na esterilizagdo
do sangue, periodontia, desinfeccdo da agua, aplicacdo sobre parasitas humanos e no tratamento
antimicrobiano de alimentos, entre outros (Perussi, 2007).

No presente trabalho foram estudados os efeitos citotoxicos da AIPcCl com diferentes tipos
de microorganismos: E. coli (bactéria gram negativa), S. aureus (gram positiva) e C.albicans
(fungo).

A Candida albicans (Figura 5) € um fungo que esta entre 0s muitos microorganismos que
vivem na boca e no sistema digestivo humano. E um microorganismo assexual diploide de forma
arredondada ou ovalada de 3 a 5 um, gram positiva apresentando um metabolismo principalmente
aerobio (Radford, et al 1999; Urefia 1995). Usualmente este fungo esta presente em cerca de 80%
da espécie humana. Porém, quando em excesso este microorganismo causa a candidiase oral, uma
infeccdo que acomete pacientes que estdo sendo tratados com quimioterapia ou radioterapia contra
0 cancer ou aqueles que possuem imunodeficiencia devido a infeccéo através do virus da AIDS. A
candidiase ocorre com cerca 48% dos pacientes que possuem HIV, sendo gue esta taxa se eleva
para 90% quando estes estdo em um estagio avancado da doenca. Também € sabido que este fungo
pode causar lesdes superficiais na pele, cavidade oral, do trato gastrointestinal e vagina (Gelis et al,
2012).
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Figura 5. a) Representacdo da Candida Albicans (célula eucaridtica) e b) Representacdo

esquematica da parede de um fungo, como a Candida Albicans.

A Escherichia coli (E. coli) trata-se de uma bactéria gram-negativa (em sua camada externa
hé& a presenca de lipopolissacarideos, Figura 6) que costuma viver dentro da flora intestinal dos
mamiferos de modo geral (Ribeiro et al, 2013). No homem esta bactéria é responsavel por

metabolizar vitaminas e possui o papel importante de reprimir a multiplicacdo de outras bactérias
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indesejaveis a saude (Peloi, 2007). No entanto, a E.coli também representa um dos mais importantes
patdgenos bacterianos em bacteriologia médica, sendo causador de infeccBes intestinais ou extra-
intestinais (meningite, septicemia, infec¢es no trato, entre outras) principalmente em mulheres e
criancas (Peloi, 2007). Ao contrario das usualmente presentes na flora intestinal dos organismos
superiores, estas bactérias causam patogenecidade em outros orgdos dos seres humanos, dai a sua

implicagdo negativa (Garcia, 1996).
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Figura 6. Representagdo esquematica da parede celular de uma bactéria gram-negativa, como a E. coli.

A bactéria Staphylococcus aureus (S. aureus) juntamente com a E. coli sdo consideradas as
mais antigas bactérias simbiontes do homem, estando também presente na pele e na nasofaringe
(Gagliotti et al, 2011). Porém, em grandes quantidades pode ser prejudicial levando a infec¢des,
sendo que este microorganismo € o maior responsavel pelas infec¢bes hospitalares devido a
facilidade de colonizacdo da mesma nestes ambientes (Santos, 2009). Estima-se que 25% da
populacdo humana seja hospedeira permanente deste microrganismo, sendo que os fatores mais
comuns que predispde o hospedeiro a essa infeccdo sdo as micoses de pele e mucosas, infec¢bes
virais, anormalidades metabdlicas, como por exemplo, diabetes, e em outras condi¢fes como em
caso de ma nutricdo e idade avancada. Uma vez presente em seu hospedeiro, esta bactéria pode
causar uma enorme variedade de sintomas clinicos, afetando a pele, pulmdes, coracdo, sistema
nervoso central, 0ssos e articulagdes, corrente sanguinea e trato gastrointestinal (Bachert, 2002).
Além disso, sua presenca em alimentos causa intoxicacao devido a sua alta capacidade de produzir
toxinas (Livermore, 2000). A S. aureus ndao possui uma membrana externa, uma camada de
peptideoglicano assume esta funcdo (Figura 7), sendo mais susceptiveis a TFD do que outros
microorganismos.
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Figura 7. Representacdo esquematica da parede celular de uma bactéria gram positiva, como a S.

Aureus.

Portanto, devido a importancia destes microorganismos, e considerando crescente a
resisténcia dos mesmos a medicamentos antimicrobianos e antifangicos, neste trabalho foram
estudadas as propriedades citotoxicas da AIPcCl encapsulada nos copolimeros P-123 e F-127
através da IFDMO.

2. OBJETIVOS

Estudar as propriedades fisico-quimicas e fotodindmicas da ftalocianina de Aluminio-Cloro
(AIPcCI) em meio homogéneo e em sistemas micro-heterogéneos constituidos de micelas
poliméricas de Pluronics® P-123 e F-127, como as propriedades de associacdo, solubilizacéo
(encapsulamento), organizagdo molecular e estabilidade da AIPcCl a partir de seus formulados
mistos AIPcCl/Poloxameros, nos quais os polimeros estudados apresentam diferentes graus de
hidrofobicidade. Neste trabalho também se pretende avaliar a atividade fotodindmica microbicida
dos formulados obtidos em microorganismos como bactérias as S. aureus, E. coli e o fungo C.

albicans.

19



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

A ftalocianina de Aluminio-Cloro [Aluminio (29H, 31H - ftalocianato) Cloro] (AlPcCI
95%; MM=574,96 gmol™; Figura 3) e os surfactantes poliméricos P-123 e F-127 (Figura 4) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich. O etanol, utilizado para a preparacdo das solucdes e no processo de
incorporacgdo nos sistemas poliméricos foi de alto grau de pureza (P.A). Outros solventes (acetona,
dimetilsulfoxido e cloroférmio) foram utilizados nos estudos espectroscopicos em meio

homogéneo. Os compostos foram utilizados como adquiridos.

3.1.1. Principais equipamentos utilizados nos estudos

- Evaporador Rotativo modelo Alpax 90009.

- Banho do tipo Dubnoff com agitacdo MA-093, Marconi Ltda.
- Liofilizador Micromodulyo 115 da Thermo Fisher Scientific.
- LASER de diodo (100mW; Amax: 663 nm) LASER line.

- Medidas de absorc¢éo na regido do UV-Vis.

Usou-se o espectrofotdmetro UV-Vis DU-800 com controlador de temperatura de alto-
desempenho do tipo peltier da Beckman/Coulter Eletronics. As cubetas utilizadas sdo de quartzo

com 1,00 cm de caminho 6ptico.

- Medidas de fluorescéncia e RLS.

Usou-se 0 Espectrofluorimetro Cary Eclipse da Varian/Agilent Tecnologies acoplado a um
controlador de temperatura (banho termostatico Varian/ Agilent). Os experimentos de fluorescéncia
foram executados fixando-se o comprimento de onda de excitacdo em 604 nm e varrendo-se a
emissdo de 620 a 850 nm.

Para os experimentos de espalhamento de luz ressonante (RLS), o espectrofluorimetro foi
operado no modo sincrénico, isto é, os comprimentos de onda de excitagdo e emissdo variando
simultaneamente (AA= 0 nm).

20



3.2. Métodos

3.2.1. Propriedades espectroscépicas e de solubilidade da AIPcCl em meio homogéneo:

estudos de absorcao eletrénica e fluorescéncia

Foram realizados estudos das propriedades espectroscépicas da AIPcCl em solventes de
diferentes polaridades (etanol, acetona, &gua, dimetilsulféxido e cloroférmio) através de
espectroscopia de absorcdo eletronica UV-Vis e emissdo de fluorescéncia (estatica). Os espectros
de absorcéo eletronica UV-Vis e fluorescéncia da AIPcCl foram obtidos a 30°C nos diferentes
solventes para diferentes concentracdes de AIPcCI obtidas originalmente a partir de uma solucgéo
estoque de AIPcCIl em etanol (1,0x10° molL?). Neste caso, como se observou que a solubilidade da
AIPcCI era menor nos demais solventes, e até mesmo quase insoltvel em alguns deles, as solucGes
de AIPcCI estoque nos demais solventes (1,0x10° molL™) foram obtidas a partir da solucéo de
AIPcCI previamente preparada em etanol. Entretanto deve ser mencionado que devido & baixissima
solubilidade da AIPcCIl em agua e cloroférmio, seus espectros (absor¢do eletronica, fluorescéncia e
RLS) foram estimados apenas nas concentragdes de 1,1x10° molL? e 7,6x107 molL™? para
constatacdo deste efeito associado ao processo interno auto-agregacional da AIPcCI.

A partir dos espectros UV-Vis nas diferentes concentragdes de AIPcCl nos diferentes
solventes, foi estimado o valor do coeficiente de absortividade molar (€) para as principais bandas
de absorcdo da AIPcCI através do grafico de absorvancia vs [AIPcCI] nos diferentes sistemas,
utilizando-se da Lei de Lambert Beer (Equacdo 2; Ruifrok e Johnston, 2001; Valeur, 2002;):

A=¢e.c.| (equacédo 2)

A: absorvancia, &: coeficiente de absortividade molar, I: caminho éptico (1 cm) e c:
concentragdo (molL™?).

Os espectros de emisséo de fluorescéncia, excitacdo e RLS também foram monitorados nos
mesmos sistemas AIPcCl-solventes estudados através de espectroscopia de absorcdo eletrdnica
utilizando um espectrofluorimetro modelo Varian Cary 50. E de conhecimento que a grande maioria
dos auto-agregados ndo emitem por fluorescéncia, uma vez que sofrem auto-supressao de energia
(Gerola et al, 2010). Atraves deste experimento é possivel, portanto, verificar possiveis processos
de auto-agregacdo da AIPcCI nesses solventes em funcdo de sua concentracdo. Adicionalmente, a

técnica espalhamento de luz ressonante (RLS) pode ser simultaneamente utilizada para se obter
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informacdes a respeito da existéncia de agregados relativamente maiores que absorvem/espalham
luz (Pasternack e Colings, 1995). Uma das vantagens dessa técnica nos experimentos que envolvem
a existéncia de agregados advém do fato da absor¢do e do RLS do sistema dependerem da
concentracdo e do tamanho do agregado de modo diferenciado (Pasternack, 1993). Na
espectroscopia de absorcdo eletronica a intensidade do sinal depende da concentragcdo, como
proposto pela Lei de Lambert Beer. O sinal de RLS, por sua vez, depende fortemente do tamanho
do agregado, por exemplo, o sinal de espalhamento sendo proporcional ao quadrado do seu volume
(Colings e Pasternack; 1995; Colings et al, 1999). Desta forma, mesmo nos casos em que a
absorcdo € pequena, se o agregado for de tamanho grande, o sinal de RLS sera consideravel. Nesse
sentido, os sinais de RLS também foram monitorados para que se pudesse ter ciéncia da dimensédo
relativa das possiveis formas auto-agregadas da AIPcCI nos diferentes sistemas estudados.

3.2.2. Caracterizacdo da agregacdo da AIPcCl em meio homogéneo: Estudos

Espectroscopicos da AIPcCl em misturas Agua-etanol

Foram conduzidos estudos de absorcao eletrénica e fluorescéncia para a AIPcCl no sistema
misto monofasico agua-etanol (3,0x10° molL™? para medidas de UV-Vis e 3,0x107 molL™ para
medidas de fluorescéncia), obtidos a partir de diluigdes com misturas agua-etanol de uma solugao
estoque 3,0x10° molL™ de AIPcCI em etanol. Através destes estudos pretende-se dar continuidade
a investigacdo das caracteristicas espectroscopicas das possiveis formas auto-agregadas da AlPcCI
presentes nos sistemas homogéneos induzida pela adicdo de um co-solvente imiscivel de maior
polaridade. Os espectros de absorcdo eletronica (UV-Vis), emissdo de fluorescéncia e de RLS
foram registrados para cada sistema. As amostras utilizadas no experimento de emissdo de
fluorescéncia foram preparadas diluindo-se uma aliquota de 30 puL de uma solugdo de AIPcCI
(3,0umol/L) em 3000 pL de etanol e outra diluida em 3000 pL de agua, obtendo-se uma

concentragéo final de 3,0x10" molL™ de AIPcCl em ambas as solugdes.

3.2.3. Estudos das propriedades fotofisicas da AIPcClI em meio homogéneo:

Determinacio do rendimento quéntico de fluorescéncia (®r) e de oxigénio singlete (®02)

3.2.3.1. Determinacio do rendimento quantico de fluorescéncia (®f) da AIPcCl

em meio homogéneo
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O rendimento quantico de fluorescéncia é dado pelo nimero de fétons emitidos relativos ao
nimero de fétons que foram absorvidos pelo fluor6foro. A medida do rendimento quéntico de
fluorescéncia pode ser realizada através do método absoluto ou relativo (Lakowicz, 2006; Eaton,
1998; Rurack e Spieles, 2011). A determinacdo absoluta do rendimento quantico de fluorescéncia
pode ser realizada diretamente através de metodos Opticos medindo a quantidade de fotons
absorvidos em unidades radiométricas absolutas ou indiretamente atraves de métodos
calorimétricos, avaliando-se a energia canalizada através de vias ndo radiativas (Rurack e Spieles,
2011). Nas medidas envolvendo emissdo de fluorescéncia resolvida no tempo, por exemplo, o
rendimento quéantico de fluorescéncia do fluor6foro € obtido analisando-se o tempo de vida de
fluorescéncia do mesmo no meio em questdo, uma vez é conhecido que o rendimento quantico de
fluorescéncia é proporcional ao tempo de vida (Lakowicz, 2006). No entanto, as medidas absolutas
do rendimento quantico de fluorescéncia nao sdo triviais exigindo instrumentacdo especial como,
por exemplo, no caso de medidas de emissdo de fluorescéncia resolvida no tempo, na qual sdo
necessarios equipamentos com detectores de alto desempenho (Lakowics, 2006; Rurack e Spiekles,
2011). Também utilizado é o método relativo do padrdo secundario que consiste no uso de
substancias que possuam ®s conhecido e que comumente, é mais utilizado que o método anterior
devido a sua simplicidade e relativo custo baixo (Eaton, 1988; Chidawanyika, 2010; Rurack e
Spieles, 2011). Através desse método para determinacgdes do rendimento quantico de fluorescéncia
no estado estaciondrio, € necessario que haja uma correcdo do espectro de emissdo da AIPcCl ou o
uso de um padrdo que apresente propriedades semelhantes a da espécie que possui um rendimento
quantico de fluorescéncia desconhecido (ou seja, € necessario que o espectro de emissdo do padrao
esteja na mesma faixa de emissdo da espécie que se quer determinar o rendimento quantico de
fluorescéncia) (Eaton, 1988; Chidawanyika, 2010; Ribeiro, 2003; Rurack, 2011). Para a
determinagdo do ®¢, considera-se alguns fatores interferentes que podem estar presentes no meio
sob estudo, como: efeitos de filtro interno, grande diferenca entre os comprimentos de onda de
emissdo e de excitacdo, indices de refracdo, efeitos de polarizacdo/anisotropia, temperatura,
impurezas e estabilidade fotoquimica (Ribeiro, 2003).

Neste sentido, a determinacdo do ®f da AIPcCl em etanol foi realizada, utilizando-se a

equacdo 3 como parametro:

z 2
¢Flu0,x = {m}¢P (equa(;éo 3)
area,.A.n,
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Onde o subindice x indica respectivamente a area integrada do espectro de emissao (areay),
absorvancia (Ax) e indice de refracdo (nx) da AIPcCl, bem como o subindice p indica 0s mesmos
termos aplicado ao padrdo, respectivamente, utilizando-se em nosso caso a ftalocianina de Zinco
(ZnPc). A concentracéo do padrio e da AIPcCI foi de 1,5x10° molL™ para todos os experimentos

que, por sua vez, foram realizados em triplicata.

3.2.3.2. Determinagdo do rendimento quéantico de oxigénio singlete (®'0z) da

AIPcCIl em meio homogéneo

Foram realizados experimentos (medidas no estado estacionario) para determinacdo do
rendimento quantico de oxigénio singlete (®'02) da AIPcCl em meio homogéneo (etanol)
utilizando o &cido drico (A.U) como sensor quimico ou substrato especifico (Gerola et al, 2012,
Rabello et al, 2012). Este método indireto se baseia na analise quantitativa das reaces de foto-
oxidacdo, determinada pelo método que considera o consumo de 1O, durante o processo de foto-
oxidagdo do AU. Neste caso o decaimento da concentracdo do substrato pode estar diretamente
relacionado com a quantidade de 'O, gerado, permitindo uma estimativa do valor de ®O,.
Portanto, neste estudo, AU foi utilizado como sensor quimico para a determinagdo indireta de 'O,
produzido pela irradiacdo da AIPcCl em uma determinada concentragdo em solucdo etandlica, a
25°C, utilizando-se de um sistema de LASER diodo (100 mW, policroméatico; Amax: 663nm).
Através desta metodologia, os efeitos de fotobranqueamento do fotossensibilizador também sao
considerados (Gerola et al, 2012).

Nos experimentos realizados foram utilizados 3,00 mL de solucdes contendo AIPcCl em
etanol supostamente no estado monomerizado (5,0, 7,0 e 9,0x107 molL™) e &cido Grico em uma
concentracéo fixa de 1,0x10* molLt. As amostras foram adicionadas em cubetas de quartzo com 1
cm de largura e sob borbulhamento de ar utilizando um pequeno compressor (Big Air Super Pump
A320). A solucdo contendo AIPcCIl e AU foi irradiada por um LASER de diodo (Amax=663nm)
acoplado ao espectrofotometro UV-Vis modelo Cary 50 até o fim do experimento (consumo total
do AU monitorado entre 5 e 20 minutos). Tal equipamento trabalha no modo de radiacéo-fase, no
qual a luz externa ndo interfere na anélise (Gerola, 2012).

Os espectros de absorcao eletrénica da amostra (200 a 800nm) foram obtidos no modo de
varredura cinética, monitorando-se a foto-oxidacdo do AU através da diminuicdo da banda de
absorcdo do acido urico em Amax: 293 nm e do crescimento da banda do intermediario monitorada

em 315 nm (Rabello et al, 2012). Simultaneamente a diminui¢do da banda de absor¢do do acido
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arico (AU) com o tempo de irradiacdo da solucdo etanolica contendo AIPcCI, foi necessario o
acompanhamento da intensidade da banda de absorcdo da AIPcCI (banda Q; A max=672nm) de modo
a se verificar um possivel efeito paralelo de fotobranqueamento, que deve ser considerado nos
calculos para a determinagéo de @ 'O (Gerola et al, 2012).

O decréscimo na banda de absorcdo do acido drico foi ajustado segundo um modelo bi-
exponencial (equacdo 4), proporcionando dois valores de constante de fotodegradagéo do substrato:
ki e ko. B1 e B2 é a amplitude de decaimento da absorcéo do acido Urico monitorado na primeira e
segunda etapas da curva de decaimento do substrato, respectivamente; t € o tempo de irradiacdo e A

é a absorvancia, na regido do visivel.
A=A +Be ™ +B,e™ (equacho4)

Posteriormente, foi estimada a quantidade de fétons absorvido pela AIPcCI (Naps) utilizando-

se a equacdo 5 (Gerolla et al, 2012).

t » ~
N, = 1 J»J~P(/l).lo(1_107b.c.g).e-kthd/1dt (equacéo 5)
N,.hey s

N abs: € 0 nUmero de fétons absorvidos pela AIPcCI;

. Na: constante de Avogadro;.h: constante de Planck;

.c: velocidade da luz;

e Kesl:  termo que considera reacOes de fotodegradacdo do fotossenssibilizador
(fotobranqueamento);

1o(1-10°€) refere-se & fragdo de luz incidente absorvida pela AIPcCl em cada comprimento
de onda;

.P é a poténcia em cada comprimento de onda;

Adicionalmente, esta equacdo permite o célculo da eficiéncia (ya) dos processos
considerando as reacdes fotoquimicas observadas para os fotossenssibilizadores estaveis e instaveis
sob irradiacdo luminosa. A eficiéncia de formacdo de oxigénio singlete ya €, portanto, estimada

pela equagéo 6:

Va
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(equacéo 6)

va € a eficiéncia de formagdo de oxigénio singlete e ki a constante de fotodegradacdo do

substrato. Finalmente, o rendimento quantico de oxigénio singlete (®a ou ¢, ) € obtido atraves da

equacao 7:

- Z (equacéo 7)

onde: ®a: rendimento quantico de oxigénio singlete da AIPcCI; ®Sa: rendimento quantico
do padrdo de rendimento quéntico conhecido (ftalocianina de zinco ZnPc); ya%: eficiéncia de
formacdo de oxigénio singlete do padrdo; ya: eficiéncia de formacdo de oxigénio singlete da
AlPcCI.

3.2.4. Estudo das propriedades fisico-quimicas da AIPcCl em sistemas micro-
heterogéneos copoliméricos nano-estruturados: micelas poliméricas de P-123 e F-127

3.2.4.1. Isotermas de ligacdo da AIPcCI nos sistemas micelares copoliméricos de
P-123 e F-127

Este estudo foi realizado com o intuito de se estudar a interacdo primaria entre a AIPcCl e os
sistemas micelares poliméricos e relacionar estes resultados com os obtidos com a AlPcCI
incorporada pelo método de dispersdo nestes sistemas. Para a determinacdo das isotermas de ligacéo
da AIPcCI nos surfactantes poliméricos da classe dos plurdnicos® F-127 e P-123, realizou-se uma
titulagdo da AIPcCl na concentragdo de 8,0x107 molL? em uma mistura agua/etanol 99,1 %
(porcentagem esta que ndo interfere na estabilidade das micelas), com adi¢do de aliquotas de P-123
ou F-127 (variando-se de 0 a 1,51mM em P-123 e 0 a 0,7mM para F-127), a partir de uma solucéo
estoque 2% (m/V) destes surfactantes (1,6 mM para F-127 e 3,4mM para P-123), monitorando-se 0s
espectros de absor¢do eletronica, emissdo de fluorescéncia (Aexc=604 nm, medindo-se o0 espectro de
emissdo entre 620 a 850 nm) e RLS (AA=0), a 25°C. As medidas foram realizadas imediatamente

apos a adicdo dos surfactantes e sdo, portanto, experimentos realizados aproximadamente no tempo
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t=0 para cada adicdo de copolimero. No intuito de se verificar uma possivel reorganizacéo estrutural
da AIPcCI nas micelas poliméricas com o passar do tempo, também foi analisada a isoterma de
ligacdo da AIPcCI aos poloxadmeros no tempo de equilibrio, aproximadamente 48 horas (tempo
suficiente para a verificacdo dos possiveis efeitos de reorganizacdo estrutural do FS) apds a adigédo
das mesmas aliquotas dos copolimeros na temperatura de 25°C.

Estes experimentos tambeém foram realizados no intervalo de temperatura entre 15 e 40 °C,
com o objetivo de se avaliar o perfil de interagdo da AIPcCl com estes poloxadmeros
dependentemente da organizacéo estrutural dos polimeros micelares, uma vez que este é dependente

da temperatura (Alexandridis et al, 1993) .

3.2.4.2. Estudos cinéticos do processo de incorporacdo da AIPcCI nos sistemas

micelares poliméricos P-123 e F-127

Os perfis cinéticos de incorporacdo da AIPcCl nos poloxameros foi obtido para 0s mesmos
sistemas de adicfes de poloxameros do item 3.2.4.1 monitorando-se (por espectroscopia de
absorcdo eletrdnica) as variacdes na intensidade de absorcdo na banda Qi da AIPCCl (Amax=677nm)
para as solucdes de AIPcCI na concentragdo de 2,4x10° molL* com diferentes concentragdes de
copolimeros (que variaram de 0 a 1,5x10° molL* em P-123 e 0 a 0,7x10molL? para F-127)
resultando em diferentes razdes [AIPcCl]/[copolimeromic], que variaram desde sem a presenca de
micelas no meio a 10 indicando, neste Gltimo, a presenca de dez moléculas de AIPcCI por micela,
levando-se em conta 0 nimero de agregacdo dos copolimeros a 30°C (Wanka et al, 1994). A

cinética foi monitorada durante 48 horas.

3.2.5. Encapsulamento da AIPcCI nos sistemas micelares-copoliméricos F-127 e P-123:
estabilidade do fotossensibilizador encapsulado e sua organizacdo molecular em funcédo da

temperatura

3.2.5.1. Técnica de preparacdo de formulagdes contendo AIPcCl encapsulada

com poloxameros

Para a incorporacdo da AIPcCI nos copolimeros micelares F-127 e P-123 utilizou-se do
método de dispersdo solida (Zhang et al., 1996). Foram utilizadas concentracbes finais de

copolimeros de 0,5, 2, 4 e 8% (%m/V) (P-123 MM=5800 g/mol ; F-127 MM = 12600 g/mol), que
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correspondem as massas de 0,125, 0,500, 1,000 e 2,000g, respectivamente (regido de concentracao
de 0,39 a 6,8x10° molL™ para F-127 e 0,86 a 13x10molL™ para P-123) no volume de 25 mL. Para
a obtencdo da massa de AIPcCl a ser incorporada em cada formulagéo, partiu-se inicialmente de
solugbes de AIPcCI (8,0x10°® molL?) em uma solucio estoque de etanol. A quantidade final de
AIPcCI dissolvida variou de 0,1 a 1,7mg, dependendo da concentracdo do copolimero utilizada e
também da raz&o final [AIPcCl]/[copolimeromic] (variando de 10 até 0,1) desejada na temperatura de
25°C (Wanka et al, 1994).

O método de disperséo solida consiste na co-solubilizacdo da AIPcCl e o poloxamero (P-123
ou F-127) em um solvente com baixo ponto de ebulicdo que solubilize tanto 0 composto foto-ativo
quanto o copolimero, neste trabalho o etanol. Em seguida, o solvente é evaporado através de um
evaporador rotativo por 20 minutos a 50°C em um bal&o de fundo chato de 50,00 ou 100,00 mL,
obtendo-se uma matriz solida de AIPcCl/poloxamero. Possiveis residuos de solvente foram
retirados deixando-se o sistema sob dessecador a pressdo reduzida durante 24 horas.
Posteriormente, foi realizada a hidratacdo da matriz sélida AlPcCl/copolimero aquecendo-se 0
sistema a 60°C, seguida de agitacdo (Banho do tipo Dubnoff com agitagdo MA-093, Marconi Ltda),
de 22 mL de agua, também a 60°C até sua solubilizacdo (aproximadamente 10 horas). Apds, o
volume do formulado foi completado para 25 mL obtendo-se formula¢Ges micelares com a AlPcCl
incorporada na concentracdo desejada. As etapas do processo podem ser melhores visualizadas
através da Figura 7.

Rotaevaporador Dessecador

Surfactante AlPcCl

+ ETOH L EtOH B_T’_ .

50 C por 20
minutos.

Sob pressao
reduzida por 24
horas.

Figura 8. Representacdo esquematica do método de disperséo solida, utilizado para a incorporagao

da AIPcCl em micelas poliméricas constituidas de P-123 e F-127.
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De maneira semelhante, foram preparadas solucfes de poloxameros na mesma concentracdo
(% massa/volume) na auséncia de AIPcCI, porém utilizando o mesmo método, para que pudessem
ser utilizadas como referéncias “branco” nas medidas espectroscépicas efetuadas no decorrer deste
trabalho.

Posteriormente, as solucdes foram transferidas para tubos de ensaio de 15,00 mL (15 cm de
altura e 5 cm de didmetro) e avaliadas quanto a seu estado agregacional retirando-se 3 aliquotas de
partes distintas do tubo (Figura 9), medindo-se 0s espectros de absor¢do UV-Vis destas referidas

aliquotas em diferentes tempos (item 3.2.5.3).

Ly 4

—> 2
|=(> 3
Precipitado
\

Figura 9. Esquema mostrando-se as regides do tubo nas quais foram retiradas aliquotas de 15 mL

contendo o formulado AlIPcCl-copolimero para a analise de homogeneidade.

3.2.5.2. Propriedades fotofisicas da AIPcCl encapsulada em micelas
poliméricas de P-123 e F-127

a) Determinagdo do coeficiente de absortividade molar () da AIPcCl encapsulada em
P-123 e F-127

Para a quantificacdo da AIPcCl encapsulada nas micelas, fez-se necessario a determinacéo
do coeficiente de absortividade molar ¢ “aparente” da AIPcCl no microambiente micelar. Para isso,
procedeu-se conforme descrito na secdo 3.2.1 utilizando-se de uma massa muito pequena de
fotossenssibilizador (5x10°g) para a concentragdo de copolimero na qual o experimento foi
realizado (6,9mM) no intuito de se garantir uma total incorporacdo/solubilizacédo da AIPcCI nas
micelas poliméricas e com a menor contribuigdo da presenga de auto-agregados da AIPcCl. Nesse
sentido, foi obtido um formulado de concentragdo de AIPcCI 3,5x10° molL* em P-123 4% (m/V;
6,9mM), resultando na razéo [AIPcCI]/[P-123mic]: 0,1, ou seja, com a presenca de aproximadamente
10 micelas de P-123 para cada molécula de AIPcCI presente no sistema, uma vez que na
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temperatura de 30°C o0 nimero de mondmeros do copolimero na micela P-123 é aproximadamente
222 (Wanka et al, 1994) .

A diluicdo da amostra foi realizada com a solugdo micelar sem a presenca da AlPcCl. O
valor de ¢ foi obtido respeitando-se a Lei de Beer (equacdo 2), determinando-se o valor do
coeficiente angular da reta entre a absorcdo versus a concentracdo. O mesmo procedimento foi
realizado para a AIPcCl (3,5x10® molL™?) encapsulada em F-127 3,2 mM e [AIPcCI)/[F-127mic] de
0,05, ou seja, com a presenca aproximada de 20 micelas de F-127 para cada molécula do
fotossensibilizador, uma vez que o nimero de mondmeros de F-127 que compBe uma micela nesta

temperatura é aproximadamente 67 (Wanka et al, 1994).
b) Determinacdo do rendimento quéntico de fluorescéncia (®f) da AIPcCl em P-123

Para a determinagdo do rendimento quantico de fluorescéncia da AIPcCl em P-123, utilizou-
se um formulado contendo AIPcCI (2,6x10°molL) encapsulada em P-123 8% (1,3x10 molL™;
[AIPcCI]/[P-123mic] 0,04 a 25°C). Esta pequena concentragdo de fotossensibilizador (ou baixa
[AIPcCI]/[P-123mic]) foi utilizada visando obter um formulado com a AIPcCl totalmente
monomerizada neste sistema. Para a obtengdo deste valor utilizou-se da metodologia descrita no
item 3.2.3-b. A determinacdo do rendimento quantico de fluorescéncia da AIPcCl encapsulada em
F-127 ndo foi possivel, uma vez que a mesma se encontra auto-agregada neste copolimero,
praticamente ndo emitindo por fluorescéncia, como sera discutido neste trabalho.

Adicionalmente tentou-se a determinacdo do rendimento quantico de oxigénio singlete

(4., ) da AlPcCI encapsulada em P-123 e F-127 utilizando-se da metodologia que envolve a foto-

oxidacdo do AU via 1O, descrita no item 3.2.3-b, porém esta determinagdo é complicada por um
problema envolvendo a localizacdo distinta entre o oxigénio singlete formado e a sonda (acido
urico) (Rabello et al, 2012), como seré discutido em detalhes.

3.2.5.3. Estudo da estabilidade dos formulados contendo AIPcCI encapsulada em
micelas poliméricas de P-123 e F-127: Processos de auto-agregacdo e liberagdo do

fotossensibilizador em funcéo do tempo

E necessario a avaliacdo das propriedades da AIPcCI encapsulada nas micelas poliméricas

dos copolimeros micelares quanto as caracteristicas espectroscopicas, estabilidade e processos que
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podem ocorrer com o decorrer do tempo. Estes estudos sdo necessarios visando o desenvolvimento
de formulados com possibilidade comercial.

Com o intuito de se obter informacdes acerca da solubilidade e possiveis informacdes sobre
a organizacdo estrutural da AIPcCl e sua dependéncia com a razdo [AIPcCl]/[copolimeromic] (ou
concentracdo de copolimero), foram feitas incorporacfes de diversas massas do fotossensibilizador
(variando de 0,1 a 1,7 mg e razdo [AIPcCl]/[copolimeromic] variando de 0,01x102 a 5,0
considerando 0 numero de agregagdo do F-127 e P-123 como sendo 37 e 86, respectivamente a
25°C; Wanka et al, 1994) nas diversas concentracdes de copolimeros (0,5, 2, 4 e 8%; m/V; que
correspondem a faixa de concentracdes de 0,39 — 6,8mM para F-127 e 0,86 — 13,2 mM para P-123)
estudando-se os perfis espectrais da AIPcCl encapsulada nestes sistemas.

Destes formulados, tentou-se determinar a capacidade de solubilizagdo maxima da AlPcCl
monomerizada nos copolimeros, com base na equacdo geral de solubilizagdo micelar (equacgéo 8 -
Rangel e Yagui, 2007; Aparicio, 2011).

Stota=SwH%CS mic (equacéo 8)

onde: Siotal € @ solubilidade total da AIPcCl no copolimero

Sw a solubilidade da AIPcCIl em agua (praticamente zero nestas condicGes)

Cs mic € a concentracdo molar do copolimero na forma micelar, dada pela equa¢édo Cs-CMC,
onde a CMC para os poloxameros é extremamente pequena (Wanka et al, 1994), sendo entdo
CS mic=Cs.

x corresponde a razdo entre a concentragdo de AIPcCI encapsulada nos copolimeros e a
concentragdo dos mesmos.

Adicionalmente, o0s processos envolvendo a auto-agregacdo e/ou liberagdo do
fotossensibilizador nas micelas poliméricas com o passar 0 tempo, por sua vez, foi monitorado
espectroscopicamente retirando-se, diariamente, uma aliquota de 2 mL de cada formulado na regido
central do tudo (Figura 8, regido 2), tomando-se cuidado para que ocorresse uma perturbacao
minima do sistema e, posteriormente, 0s espectros de absorcdo dessas aliquotas foram obtidos.
Logo apos, as referidas aliquotas retiradas eram cuidadosamente recolocadas nos tubos de origem.
Desta forma, uma possivel auto-agregacdo da AIPcCl nas micelas com o passar do tempo pode ser
determinada atraves de mudancas no espectro de absor¢cdo da mesma (mudancas nos comprimentos
de onda de maxima absorcéao, aparecimento e/ou surgimento de novas bandas e etc) (West e Pearce,
1965).
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Adicionalmente, a liberacdo da AIPcCl das micelas foi monitorada verificando-se possiveis
mudangas na absorvancia da AIPcCl com o decorrer do tempo. Deste modo, a absorvéncia foi
monitorada nos comprimentos de onda especificos relativos a principal banda de absor¢do da
AIPcCI nestes formulados (646nm em F-127 e 677 nm em P-123) pelo periodo entre 20 e 30 dias.

3.2.5.4. Influéncia da temperatura na auto-agregagdo da AIPcCIl incorporada
em P-123 e F-127

Para este estudo foram utilizadas formulacdes de AIPcCI incorporadas em P-123 e F-127 a
4% e a 8% (3,2, 6,3 mM para F-127 e 6,9, 13mM em P-123, respectivamente). Em F-127 foram
realizados experimentos com os seguintes formulados: AIPcCI 7,0x10° molL? em F-127 4% (m/V)
([AIPcCI)/[F-127mic]: 1,5) e AIPcCI 3,5x10° molL-! ([AIPcCI)/[F-127mic]: 0,4) em F-127 8%. Em
P-123: AIPcCI 3,5x10° molL? em P-123 4% e 7,1x10° em P-123 8%. Ambos formulados em P-
123 possuem a mesma [AIPcCI]/[F-127mic] a 25°C (0,1).

As variagbes no espectro UV-Vis da AIPcCl em funcdo do tempo e em diferentes
temperaturas, acima e abaixo da TMC dos poloxameros (30, 25, 20 e 13°C) foram registrados no
espectrofotdmetro DU 800. As medidas dos espectros de absorcdo eletrdnica para os formulados
citados foram obtidas em intervalos de tempos (levando-se aproximadamente 30 minutos entre cada
medida) até que o equilibrio fosse atingido.

3.2.5.5. Estudo da estabilidade da AIPcCl encapsulada em P-123 frente a

liofilizacdo/reidratacéo

Processos de liofilizacdo/reidratacdo foram realizados em formulados para 0 monitoramento
da estabilidade da AIPcCl encapsulada. Inicialmente um volume de 10 mL dos formulados
contendo AIPcCI (7,5%10° molL; razdo [AIPcCI]/[P-123mic]=0,1) e AlPcCI (8,3x10°° molL™?; razdo
[AIPcCI]/[P-123mic]=1,3) encapsulada em P-123 8% (1,3x102 molL™?), foram transferidos para
balGes de 25 mL, e em seguida, o material foi congelado em nitrogénio liquido durante 5 min e
posteriormente liofilizado durante 48h. O solido obtido foi entdo reidratado com agua a 60°C, sendo
0 volume novamente completado para 10 mL em baldo volumétrico. Os espectros UV-Vis das

solucdes foram registrados antes do processo de liofilizagdo e imediatamente apds os procedimentos
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3.2.6. Estudos de inativacdo fotodindmica de microorganismos (IFDMO) utilizando os

formulados AlPcCl/poloxameros

Experimentos biolégicos foram realizados conforme metodologia descrita por Peloi e
colaboradores (Peloi et al, 2008) utilizando-se culturas de bactérias Staphylococcus aureus (ATCC
26963), Escherichia coli (ATCC 26962) e do fungo Candida Albicans (ATCC 90028) em caldo
Mullen Hinton (MHB).

A partir de um inoculo, suspensdo de microorganismos de concentracao
conhecida, calibrado em 108 UFC mL™ para bactérias e 107 para levedura, um volume de 50 uL
foi transferido para um eppendorf contendo formulados AIPcCI/P-123 e AIPcCI/F-127 a 4% (m/V)
dos poloxameros, em diferentes concentragdes de AlPcCl 0,14, 0,36, 0,64 e 3,12 pmol L em P-
123 4% (6,9 mM) ([AIPcCI]/[P-123mic] 0,005, 0,01, 0,02 e 0,10 respectivamente, a 30°C; Wanka et
al, 1994). Em F-127, as concentragGes de AIPcCl utilizada foram 0,12, 0,74 e 3,12 umol L™ (razdo
[AIPcCI]/[F-127mic] de 0,0025, 0,015 e 0,070 a 30°C, respectivamente; Wanka et al, 1994).

Aliguotas de 50 uL de cada suspensdo foram transferidas para pocos (de 15 mm de
didmetro) de uma placa que contém quatro pogos para a exposicdo da luz LASER e os 500 uL
restantes foram utilizados como amostras ndo iluminadas. O LASER foi colocado verticalmente
bem acima de cada poco que contém a amostra a ser iluminada.

Em um dos experimentos as amostras foram iluminadas pelo tempo de 10 minutos (area de
1,5 cm? e poténcia de 6 Jem™) a 30°C e com agitacdo. O mesmo experimento foi realizado com
grupos de controle utilizando-se a mesma quantidade de indculo e 4,0% de solugdo P-123 e F-127
aquosa sem AIPcCIl. A concentracdo de AIPcCI necessaria para a inibicdo de 90% (Zg) dos
microorganismos foi calculada para a exata correlacdo entre a concentracdo de AIPcCl e o nimero
de colbnias mortas.

Também calculou-se o tempo em minutos requerido para a inativacdo de 90% da carga
inicial de microorganismos (valor Dgo) utilizando-se da AIPcCI nas concentragdes de 0,36 e 0,64
x10® mol L, variando-se o tempo de exposicéo das placas frente a iluminagdo em 5, 10 a 15 min.

3.2.6.1. Quantificacdo dos efeitos sobre a morte dos microorganismos por

analise quimiométrica

Para verificar se o efeito da concentracdo, tempo de iluminagdo bem como a interagdo entre

ambos foi significativo para a inativacdo fotodinamica de microorganismos utilizando-se da AIPcCl
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encapsulada em P-123 e F-127 utilizou-se também do método quimiométrico de andlise. Para isso
partiu-se da matriz planejamento (Tabela 3) e utilizou-se do programa Stat-ease (Design-expert
6.0.6 Trial). O tempo de iluminagdo foi avaliado em dois niveis: inferior (-), sem iluminacéo e
superior (+), com tempo de dez minutos de iluminacéo, respectivamente. A concentracao de AlPcCl
foi de 0,14 pmol L no nivel inferior (-) e 0,64 umol L™ no nivel superior (+). Estas concentracdes
foram escolhidas para uma melhor quantificacdo dos efeitos trabalhados. A resposta analisada foi o

numero de unidades formadoras de coldnias viaveis apds os experimentos de microorganismos.

Tabela 3: Matriz do planejamento fatorial 2.

Fatores - +

A: Tempo de iluminagdo (min) 0 10
1E)%: Concentragéo de AIPcCI (umol L- 0,14 0,64
Ensaio A B

1 - -

2 - +

3 + -

4 + +
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Propriedades espectroscopicas e de solubilidade da AIPcCl em meio homogéneo:

Estudos de absorcéo eletrénica e fluorescéncia

Nos estudos iniciais em meio homogéneo observou-se que a AIPcCl € praticamente
insoltvel em solucdo aquosa, apresentando-se com precipitados nesse meio. Em etanol notou-se que
a AIPcCI apresentou significativo aumento de solubilidade, sendo sollvel até concentracdes ao
redor de 8,0x10°® molL™. Na Figura 10 sdo apresentados os espectros da AIPcCl em etanol (4,5x107°

molL1) e em solugio aquosa (7,6x107" molL™).

104 —EtOH
_— HZO 0 /"
(]}
0.8
0.6+
3 Soret
<
0.4+
/ Q,
0.2- Qh\
0.0

300 400 500 600 700 800
comprimento de onda (hm)

Figura 10. Espectros UV-Vis da AIPcCl em etanol (4,5x10°molL?) e em meio aquoso (7,6x10”7
molL; pH 7,0) a 30 °C.

Na Figura 10 é possivel verificar que o espectro de absor¢do da AIPcCI (4,5x10° molL™)
solubilizada em etanol € caracteristico de ftalocianinas no estado monomérico (Ough et al, 1991;
Pereira,2004; Sehlotho, 2007). O espectro mostra uma banda Soret (ou B) em Ams=353 nm
referente a transicdo So—> Sy isto é ax/by 2 €5, LUMO (Figura 10). A banda B se deve a
sobreposigdo das bandas relativas as transicdes B1 (aaun—>egn*) e B2 (b= egn™), respectivamente
(Figura 10; Sehlotho, 2007). No entanto, apesar de ser relatado que as transi¢es B: e B2 séo de
carater T=>7t*, alguns autores ainda consideram a existéncia de uma transigdo adicional de carater
n-n*, nomeada nestes trabalhos como B3 (Simon, 2002). Desta forma, como comprovado por Rosa
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e Baerends através de estudos envolvendo célculos de densidade funcional a banda Soret seria uma
mistura de transicdes de carater t>7* e n>n* (Rosa e Baerends, 1994).

A AIPcCI possui mais trés bandas nos comprimentos de onda méximos de 606, 640 e 672
nm, denominadas Qi, Qu e Qui, respectivamente. Destas, a de maior absor¢ao ocorre em Amax= 672
nm (Qui) e é atribuida a transi¢cbes permitidas So—=> Si (n-n*, aiu=> €g, Ou seja do HOMO para 0
LUMO, Figura 11), e as bandas de 606 e 640 sdo relacionadas as transi¢@es vibracionais Q(1,0) e
Q(2,0), respectivamente (Ough et al, 1991; Chidawanyika, 2010).

b,

e, () Pc LUMO

Banda Qlll B, B

a,, (@) Pc HOMO

az, (@

Figura 11. Orbitais moleculares envolvidos nas transigdes eletrénicas da AIPcCI (Figura obtida

levando-se em consideracdo o Modelo dos quatro orbitais, desenvolvido por Gouterman).

Ftalocianinas metaladas, como a AIPcCl, possuem a banda de absorcdo Qi centralizada por
volta de 672 nm, enquanto que em ftalocianinas sem o metal no centro do macrociclo, esta banda é
duplamente dividida (Sehlotho, 2007). Isto ocorre porque hd um decréscimo de simetria quando se
compara as ftalocianinas metaladas, cuja simetria é D2n para as ndo metaladas, Dan. Essa alteracdo
de simetria ocorre devido a diferenca existente entre 0 LUMO das ftalocianinas metaladas em
comparacdo as ndo-metaladas. O orbital eg das ftalocianinas ndo-metaladas é ndo degenerado,
permitindo duas transicdes eletrdnicas a partir do nivel a1, e a metalacdo leva a uma degeneracdo
destes orbitais; assim apenas uma transicao eletronica do nivel ay, passa a ocorrer (Sehlotho, 2007).
Adicionalmente, o aluminio presente no macrociclo desta molécula faz com que haja mudanca na
intensidade e na posicdo das bandas de absorcdo em comparacdo as ftalocianinas ndo metaladas,
também devido as mudangas na simetria com a introducdo do metal no centro do macrociclo
(Sehlotho, 2007; Neto, 2010).

Entretanto, observa-se que o espectro da AIPcCl em meio aquoso (Figura 10) apresentou um

completo alargamento com minima resolucdo espectral, fato atribuido a total formagdo de auto-
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agregados (Sessler et al 2006). Este efeito também foi observado para outros solventes com
diferentes polaridades na seguinte ordem de alteracdo espectral CHCls>acetona>DMSO>ETOH.
Por esse motivo, as solugdes de AIPcCI (1,1x10° molL™) preparadas nos demais solventes (com
excecao da agua) foram obtidas a partir da solucdo da AIPcCI previamente preparada em etanol.

Desta forma, ap6s a preparacdo das solugdes de AIPcCl em diferentes solventes obteve-se 0s
espectros de absorcdo eletronica UV-Vis de amostras preparadas por diluicbes dos estoques. A
partir destes foram estimados os valores de coeficiente de absortividade molar (¢) para as principais
bandas através do grafico de absorvancia versus [AIPcCI], ajustando-se através da Lei de Lambert-
Beer (equacdo 2; Ruifrok e Johnston, 2001).

Na Figura 12 s&o apresentados os espectros UV-Vis da AIPcCl em etanol em diferentes
concentracdes, preparadas através da diluicio de uma solucéo inicial contendo AIPcCI 1,0x10°

molL™.

2.5+

2.0 [AIPcCI]

Abs

Q== ==
200 300 400 500 600 700
comprimento de onda (nm)

Figura 12. Espectros UV-Vis da AIPcCl em etanol em diferentes concentragfes obtidas por
diluigdes (1,0x10° a 4,0x10" molL™) a 30°C, pH=7,0.

Na Figura 13 sdo apresentados os graficos de absorbancia versus [AIPcCI] em cada um dos

comprimentos de onda mencionados (Soret e Qi a Qi) da AIPcCl em etanol.

37



a) -
4.0x107
3.2x1071
[72]
£2.4x107 2
-2
1.6x1071 Soret (2 =353nm)
8.0x107
4.0x107 6.0x107 8.0x107 1.0x10°
[AIPcCI] (molL™)
-2
2.0x10%1 ) r
1.6x10°%1 /
§1.2x10‘2- /
e
8.0x10° /
. Qll (. ,, =641 nm)
4.0x10°1
4.0x107 6.0x107 8.0x107 1.0x10°

[AIPcCI] (molL™)

2.4x107%-
2.0x107-
1.6x107
1.2x107

8.0x10° 1

b)

/

/l

%

Q,(»,, =606 nm)

4.0x107

6.0x107 8.0x107 1.0x10°

[AIPcCI] (molL™)

0.20
0.16
(72}
2 0.12-

0.08

d)

A =672nm)

max

Q||| (

4.0x107

6.0x107 8.0x107 1.0x10°
[AIPcCI] (molL™)

Figura 13. Gréaficos de Abs versus [AIPcCI] para a banda Soret e bandas Q da AIPcCl em etanol a

30 °C.

Apesar das linearidades observadas na Figura 13, antes de calcular o ¢ deve-se identificar a

faixa de concentracdes na qual a AIPcCl estaria realmente monomerizada, pois a simples obediéncia

da Lei de Beer ndo implica necessariamente na auséncia de espécies FS auto-agregadas. Essa faixa

de concentracdo foi proposta pelos dados de fluorescéncia da AIPcCl nas mesmas amostras usadas

na determinacdo do € por absorvancia (Figura 12), estando a intensidade de absorvancia menor que

0,1 no comprimento de onda de excitacdo, de modo a se contornar o efeito de filtro interno (Dhami
et al, 1995; Lakowicz, 2006).
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Figura 14. a) Espectros de emissdo de fluorescéncia da AIPcCl em etanol em diferentes
concentracdes (4,0x10° a 4,0x107 molL?), Aexe= 604 nm; Aemis=620-850nm a 25°C, pH=7,0; b) Grafico da
intensidade de emissdo em 680 nm versus [AIPcCI]. No inserto ilustra-se a regido linear entre a intensidade
de emisséo e a [AIPcCI].

Nota-se atraves da Figura 14-a que o espectro de emissdo da AIPcCl em etanol mostra um
méaximo de emissao no comprimento de onda de 680 nm, referente a transicdo S1—>So e duas outras
bandas adicionais de menor intensidade nos comprimentos de onda de 713 e 748 nm, referentes a
transicdes a partir de estados vibracionais (Dolphin, 1978). O perfil do espectro de emisséo de
fluorescéncia ndo é dependente do comprimento de onda de excitagdo, uma vez que mesmo
excitando-se a AIPcCl na banda Soret, transicdo So =S, esta molécula primeiramente retorna ao
primeiro estado excitado (S1) por conversdo interna, emitindo somente a partir deste fen6meno.
Adicionalmente sabe-se que a energia relativa a emissdo de fluorescéncia é relativamente menor
que a energia de absorcdo, o que resulta no deslocamento espectral batocromico do espectro de
emissdo em relacdo ao espectro de absorcdo, denominado deslocamento de Stokes, resultante da
relaxagdo vibracional do nivel Sy na transi¢do S1—> So (Lakowics, 2006).

Pelo grafico de intensidade de emissdo versus [AIPcCI] em etanol monitorado no
comprimento de onda de maxima emissao em 680 nm e apresentado na Figura 14-b, verifica-se uma

relacéo linear até a concentracdo de aproximadamente 0,6x10° molL™ (ver inserto na Figura 14-b).
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A partir dessa concentracdo observa-se um desvio negativo da linearidade, ou seja, 0 aumento
relativo da intensidade de fluorescéncia € menor com o aumento da concentracdo de AIPcCI no
meio etandlico, o que sugere a formacdo de auto-agregados moleculares de AIPcCl, uma vez que é
conhecido que usualmente espécies auto-agregadas de ftalocianinas normalmente ndo emitem por
fluorescéncia devido ao efeito de auto-supressdo de energia do estado excitado causado
principalmente uma eficiente conversdo interna (Rabinowitch e Epstein, 1941; Kessel e Rossi,
1982; Khairutdinov e Sherpone, 1999; Li e Ng, 2001; Gracetto et al, 2011).

Tais auto-agregados podem ser formados pelas interagdes de van der Walls entre duas ou
mais moléculas de AIPcCI, formando-se dimeros ou agregados maiores (multimeros) (Dhami et al,
1995). E conhecido que a interacdo entre dimeros, por exemplo, ocorre essencialmente pela nuvem
de elétrons m que se deslocalizam ao longo do anel central da AIPcCI resultando em interagdes do
tipo de van der Walls, de energia mais baixa quando comparada a energia das ligaces quimicas
covalentes ou idnicas (Atkins, 2006) ou até mesmo através de acoplamentos entre elétrons -,
denominados complexos de transferéncia de carga (Bertoncello e Peruffo, 2008; Chidawanyika,
2010). Tais acoplamentos resultam em mudangas significativas nos espectros de absorcao
(Bertoncello e Peruffo, 2008; Chidawanyika, 2010). Na emisséo, juntamente com o acoplamento, as
moléculas podem sofrer supressdo de energia dos seus estados excitados por colisdes desativantes
das proprias unidades monoméricas que compGem o agregado (auto-supressdo; Eaton, 1988;
Bertoncello e Peruffo, 2008; Gracetto, 2010). Por sua vez, os resultados mostraram que devido a
auto-supressdo de energia verificada nestes auto-agregados, ndo se verifica uma relacdo linear entre
a intensidade de emisséo pela [AIPcCI] em concentragdes acima de 0,6x10® molL*. Porém, mesmo
utilizando-se de amostras com concentracdo de AIPcCl dentro da faixa linear nos dados de
intensidade de fluorescéncia, ndo pode ser descartado totalmente a existéncia de auto-agregados.

Para definicdo da faixa a ser trabalhada na determinagé@o do e foi analisado o conjunto dos
dados. Assim considerou-se que abaixo de 0,6x10° molL™ ndo ha a formacéo de auto-agregados e
os coeficientes de absortividade molar da AIPcCl em suas principais bandas em etanol foram
estimados. Os valores de ¢ para a AIPcCl em etanol foram: Soret (63,4x10° Lmol'cm? —
Amax=353nm), Qi (30,5x10° Lmoltecm™? - Amax=606nm), Qu(25,7x10°L molicm™? - Amsx=641nm) e
Qumi (205x10° Lmoltecm™ - Amax=672nm). Os valores de & obtidos para a AIPcCl em etanol foram
semelhantes aos que sdo comumente encontrados para as ftalocianinas na literatura (Mgrkved et al,
2009; Farag et al, 2012).

Experimentos similares foram realizados com acetona e DMSO, onde se partiu inicialmente

de uma solugdo estoque de AIPcCl em etanol na concentragdo de 1,1x10° molL? (o etanol foi
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previamente retirado através do uso de um fluxo de Nz()). Os espectros de absorcdo UV-Vis e 0s

graficos de absorvancia versus concentracdo de AIPcCI nestes dois sistemas sdo mostrados na
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Figura 15. Espectros de absorcéo eletronica da AIPcCl em a) acetona e b) DMSO em diferentes

concentragdes (diluicoes) a partir de uma solucéo estoque de AIPcCl 1,1x10° molL* a 30 °C. Graficos de
Abs vs. [AIPcCI] para bandas Q em acetona (c-e) e em DMSO (f-i) a 30 °C, pH=7,0.

O valor de € da AlPcCI na regido da banda Soret em acetona ndo foi determinado pelo fato

deste solvente absorver na regido de 280 nm. Observando-se espectro de absorcdo da AIPcCl em

acetona (Figura 15-a) pode ser verificado pequenas mudangas da forma espectral na regido das

bandas Q (Q1,Qu e Qu), além do deslocamento no comprimento de onda de méaxima absor¢do das

bandas relativas a forma monomérica da AIPcCl, um aumento da linha base; fatores estes que séo

indicativos da auto-agregacdo da AIPcCI neste sistema (Pasternack et al, 1993). Em DMSO (Figura

15-b) também s&o verificadas mudangas similares, apesar de serem em menor escala.
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A literatura descreve que a formacdo de auto-agregados pode se manifestar através da
diminuicdo do pico relativo a monomeros, alargamento de bandas e surgimento de picos adicionais
nos espectros de absorcdo eletronica UV-Vis (Karns et al, 1979; Potma e Wiersma, 1998; Song et
al, 2000 e Gracetto, 2010). Como jéa citado, na fluorescéncia a agregacdo de fluor6foros provoca a
diminuicdo da intensidade de emissdo (Rabinowitch e Epstein, 1941; Khairutdinov e Serpone, 1999;
Valeur, 2002; Simplicio, 2004). Por exemplo, pode ser verificado diferencas razodveis nos
espectros de absorcdo eletronica da AIPcCl em acetona e DMSO (Figuras 15-a e 15-b) em
comparacdo ao etanol (Figura 12). Dentre estas pode ser observado o menor valor de absorvancia
para as principais bandas da AIPcCl quando comparados aos valores obtidos para o etanol e
deslocamento dos méaximos de absorc¢do, sugerindo a presenca de auto-agregados da mesma nestes
sistemas.

Aliado aos desvios espectrais citados acima, em DMSO néo houve um bom ajuste linear dos
dados experimentais da absorcdo em funcéo da concentracdo de AIPcClI (Figura 15-f a 15-i), mesmo
para regides de baixa concentragdo deste fotossensibilizador, indicando significativa formagéo de
auto-agregados nesse solvente. Igualmente a estratégia utilizada em etanol, estudou-se a emissdo da

AIPcCl em acetona e DMSO a diferentes concentracdes (Figura 16).
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Figura 16. Espectros de emissdo de fluorescéncia da AIPcCl em diferentes concentracfes em a)
acetona e ¢) DMSO. Xexe= 604 nm e Aemis= 620-850nm a 30°C, pH=7,0. Intensidade de emissdo versus
[AIPcCI] em b) acetona d) DMSO a 30 °C.

Para a acetona (Figura 16-b) é possivel observar certa linearidade na sua emissdo até
aproximadamente 1,2x10°® molL™? e em DMSO até 1,6x10° molL? (Figura 16-d), limites maiores
do que o observado para etanol (0,6x10° molL™?, Figura 12). Interessantemente a fenda utilizada
para a obtencdo dos espectros de emissdo de fluorescéncia da AIPcCl em acetona e DMSO foram
maiores (5-5) em comparacdo a obtida em etanol (2,5-2,5), uma vez que a emissdo de fluorescéncia
da AIPcCl em acetona (Figura 16-a) e em DMSO (Figura 16-c) foi significativamente menor nestes
solventes. Este resultado pode indicar que parte das moléculas do FS se encontram auto-agregadas
em uma associacdo que nao impede total emissdo fluorescente ou que o equilibrio monémero -
agregado, mantém uma relacdo estritamente linear de aumento de monémeros a medida que se
aumenta a [FS]. De qualquer forma a linearidade esta presente em uma faixa de concentracéo
relativamente pequena. E importante ressaltar que os auto-agregados formados podem n#o ser de
uma Unica espécie, podendo envolver dimeros, trimeros e outros, além do que, mesmo possuindo
idéntico nimero de agregacgdo, podem ter diferentes estruturas geomeétricas.

Outro fator que confirma uma auto-agregacdo da AIPcCl em DMSO e em acetona foi a
consideravel diferenca nos valores de € do FS nestes solventes em compara¢do aos obtidos em
etanol, com destaque a banda Soret (valores ndo mostrados). Em acetona e em DMSO os valores de
€ para as principais bandas foram cerca de 60% do que a AIPcCl em etanol, confirmando a hipotese

de que a AIPcCI se encontra parcialmente agregada nesses solventes.
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A fim de comprovar a existéncia de formas auto-agregadas da AIPcCl nas concentragcdes em
estudo monitorou-se as amostras por RLS. A técnica postula que o espalhamento ressonante é
proporcional ao quadrado do volume do auto-agregado, isto é, o sinal aumenta com o aumento do
tamanho do agregado (Pasternack e Colings, 1993; Gracetto, 2011). Na Figura 17 séo apresentados
0s espectros de RLS para os sistemas AlPcCl/etanol, AIPcCl/acetona e AIPcCI/DMSO.
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Figura 17. Espectros de RLS da AIPcCI em diferentes concentragdes obtidas por dilui¢des (3,6x10°
a 4,0x107" molL™) em a) etanol, b) acetona e ¢) DMSO a 30 °C (obtidos com AA=0), pH=7,0. A seta indica

a diminuicdo do sinal & medida que se diminui a [AIPcCI].
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Observa-se nos espectros obtidos para a AIPcCI nos trés solventes a presenca de um sinal
intenso na regido de comprimento de onda entre 670-685 nm. Entretanto, acredita-se que este sinal
ndo corresponda a sinal de espalhamento, o que denotaria a formacdo de auto-agregados. Por sua
vez, este sinal é proveniente da prépria emissdo de fluorescéncia da AIPcCI, emissdo residual,
ocasionada pela excitacao sincronica de sua banda Q (Pasternack et al., 1995).

Na regido de comprimento de onda compreendida entre 300 e 500 nm, no entanto, ndo deve
haver sinais referentes a emissdo de fluorescéncia para as ftalocianinas. Isso porque apds a
excitacdo eletronica dessas moléculas nesta regido de comprimento de onda (So — S2), a
desexcitacdo da molécula por efeitos de conversdo interna (IC) ocorre imediatamente até o primeiro
estado singlete excitado (S2 — S1). Desta forma apenas a transicdo Si1 — So é responsavel pelo
fendmeno de fluorescéncia (Pasternack et al, 1995; Chang et al, 2012). Portanto, ao se analisar o
espectro de RLS na Figura 17-a, verifica-se que ndo ha sinal aparente de espalhamento resultante da
formac&o de agregados no sistema AIPcCl em etanol. Isto pode ocorrer devido a duas possibilidades
distintas: a primeira € a inexisténcia de auto-agregacdo da AIPcCl na regido de concentracdo
utilizada; a segunda, os agregados formados neste solvente seriam relativamente pequenos e,
portanto, ndo detectados pela técnica de RLS. Inclusive considera-se que auto-agregados diméricos,
por exemplo, ndo sdo suficientemente volumosos a produzirem sinais (Pasternack et al, 1993).
Inclusive os dados mostraram auséncia de sinal de RLS em amostras de AlPcCl/etanol mesmo em
concentracdes superiores a 0,6x10° molLL. Provavelmente este fato seja devido & presenca de auto-
agregados moleculares muito pequenos.

No entanto, para a acetona (Figura 17-b), foi observado no espectro de RLS um intenso
espalhamento da AIPcCIl em toda faixa espectral, principalmente na regido entre 350 a 500 nm. O
sinal obtido pelo modo sincrénico nesta regido evidencia a presenca de auto-agregados com
tamanhos relativamente grandes (Pasternack et al 1995; Colings et al, 1999).

Nos estudos das solucdes de AIPcCl em DMSO por RLS (Figura 17-c) ndo foi observado
sinal de espalhamento, apesar do comportamento n&o linear apresentado pelos espectros de emissao
de fluorescéncia com a concentracdo (Figura 16-c). Neste resultado, semelhante ao observado em
etanol a altas concentragcbes, ndo se descarta a presenca de auto-agregados de tamanhos
relativamente pequenos.

Assim, em virtude de algumas propriedades fisico-quimicas mais favoraveis aos estudos em
etanol, tais como: a solubilidade da AIPcCl (e com pouca alteracdo do seu perfil espectral,
sugerindo a formagdo minima de auto-agregados); valores de e condizente para as ftalocianinas de

maneira geral (Ribeiro, 2003; Sehlotho, 2007); razoavel solubilidade dos poloxameros; relativo
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baixo ponto de ebulicdo do etanol para sua remocdo do sistema necessario nos processos de
encapsulamento (Zhang et al, 1996), tornam este solvente, a principio, 0 mais apropriado a ser
utilizado nos procedimentos de formulacdo do composto fotoativo nos copolimeros micelares. Por
essa razdo os estudos em meio homogéneo serdo complementados, primariamente em sistemas

envolvendo a AIPcCI solubilizada em etanol.

4.1.1. Estudo dos processos de auto-agregacdo da AIPcCl utilizando-se de
espectroscopia de absorcao eletrénica e de fluorescéncia em meio homogéneo de misturas

monofésicas agua/etanol

Este estudo foi realizado com o objetivo de se obter informacdes mais detalhadas acerca das
caracteristicas espectroscopicas das possiveis formas auto-agregadas da AIPcCI em meio
homogéneo e para que haja uma posterior comparagdo com os fenbmenos de auto-agregacao que
ocorrem em meio micro-heterogéneo (estudos com micelas poliméricas de P-123 e F-127,
apresentados adiante). Nos experimentos envolvendo estudos de absorcdo eletrénica e de
fluorescéncia, a AIPcCl foi mantida em uma concentracdo constante (3,0x10°® molL™ na absorc¢io
eletronica e 3,0x10" molL™ na fluorescéncia). O perfil espectral foi analisado com base no aumento
da concentracdo de agua (% V/V) em uma solucéo inicialmente etandlica pura.

Na Figura 18 sdo apresentados os espectros de absorcao eletronica da AIPcCl a temperatura
de 30°C em diferentes proporcdes agua/etanol (V/V). A Figura 18-b apresenta em detalhes a
variacao do espectro de absorcdo na regido entre 650 e 700 nm e a Figura 18-c mostra em detalhes o
espectro normalizado da AIPcCl em etanol e em 90% de agua. A Figura 18-d, por sua vez, mostra a
variacdo na absorvancia em trés comprimentos de onda (672, 352 e 384) conforme a adi¢do de

agua.
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Figura 18. a) Espectros de absorcdo eletronica da AIPcCl (3,0x10° molL™) em diferentes

porcentagens de agua/etanol (V/V), pH=7,0. b) variacdo do espectro na regido referente a banda Qi (650-
700 nm). ¢) Absorvancia normalizada da AIPcCI (3,0x10° molL?) em etanol e em 90% de agua (V/V). d)

Variacdo da absorvancia em 672, 353 e 384 nm com 0 aumento do teor de 4gua. As setas em a e b mostram

a variacdo da absorvancia com o aumento do teor de dgua. T= 30°C.

Como pode ser visto na Figura 18-a, conforme se adiciona agua, é verificada uma

diminuigdo da banda referente a monémero (trés bandas Q e Soret) da AIPcCl com deslocamento

batocromico, efeitos que podem ser atribuidos ao processo de auto-agregacdo da ftalocianina
(Martin et al, 1991; Reichardt, 1988; Ribeiro, 2003; Bertoncello e Peruffo, 2008). Em quantidades

maiores de &gua (>50% V/V), por sua vez, verifica-se mudancas drasticas no espectro de absorcao
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da AIPcCI, caracterizadas pelo desaparecimento das trés bandas Q (672, 641 e 606nm), como
melhor visualizado pela variacdo da banda Qm na Figura 18-b e também mostrado por um
deslocamento do comprimento de onda de absor¢do da banda Soret da AIPcCl de 353 para 384 nm.
Adicionalmente pode ser verificado o surgimento de uma banda em 610 nm, referente a formas
auto-agregadas da AlIPcCI (Sakakibara et al, 2001), como mostrado pela Figura 18-c. A Figura 18-d
complementa os dados mostrando a varia¢do da absorvancia com o aumento do teor de agua, onde
revelantes mudangas séo observadas na regido da banda Qi (672nm) e Soret (353nm).

De fato, a presenca ou auséncia de bandas de absorcdo pode ser explicada pela Teoria do
Exciton. A queda intensa na banda Q e Soret pode ser atribuida a organizac&o molecular da AIPcClI
no éxciton formado (Kasha et al, 1965; Nitta et al, 2006). Esta teoria sera discutida em maiores
detalhes adiante.

O mesmo fendmeno foi constatado através dos espectros de emissdo de fluorescéncia. Na
Figura 19 inicialmente sdo apresentados os espectros de emissdo de fluorescéncia da AIPcCI

(3,0x107" molL1) em diferentes teores de agua.
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Figura 19. a) Espectros de emissdo de fluorescéncia da AIPcCl (3,0x10"mol L) em diferentes %
agua/etanol (V/V); texe= 604 nm; Aemis=620-850nm a 30 °C, pH=7,0. b) intensidade de emissdo versus

porcentagem de agua monitoradas em 680 nm. As setas indicam as alteracdes com a adicdo de agua.

A Figura 19-a mostra que em meio aquoso a AIPcCl ndo apresenta emissdo de fluorescéncia.
Este fato deve-se a auto agregacgéo da ftalocianina nestas condi¢des (como descrito no item 4.1). A

Figura também mostra a alta intensidade de emissdo em etanol, onde a AIPcCI se encontra em sua
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forma supostamente monomerica (secédo 4.1). Na medida em que se aumenta o teor de agua, mesmo
em baixos teores é observada uma diminuicao sistematica da intensidade de emisséo (Figura 19-b).
Essa queda é decorrente da &gua atuando como supressor de fluorescéncia do FS (Lakowicz, 2006;
Gracetto et al, 2010). Paralelamente a este processo poderia se ter a formagdo de agregados de
AIPcCI desde as primeiras adi¢cdes de agua (Reichardt, 1988; Endo et al, 1999). Além disso, como
observados nos espectros eletronicos (Figura 18-a) pode-se notar um deslocamento do maximo de
emissdo para maiores comprimentos de onda, fendbmeno este indicativo de mudanga na micro-
polaridade do meio com a adicao de agua.

Para uma melhor visualizacdo e andlise juntou-se resultados de absorcdo e emissdo de
fluorescéncia (Figura 20), que contém a intensidade normalizada versus a porcentagem de agua
monitorados nos comprimentos de onda de 672 e 680 nm para a absorgdo e emisséo,
respectivamente, e a variacdo do comprimento de onda de maxima absorcao e emissao em razao da

porcentagem de agua.
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Figura 20. a) Intensidade normalizada da AIPcCl (3,0x10° molL™) em funcéo do teor de 4gua
monitoradas para a absor¢do (Amax=672 nm) e emissdo de fluorescéncia (Amax=680 nm) e b) Comprimentos

de onda de maxima absorcao e emissao da AlPcCl pela porcentagem de agua a 30°C.

Observa-se na Figura 20-a que a absor¢do decresce quase que linearmente com 0 aumento
da porcentagem de agua até a regido de 50% (V/V). A partir desta porcentagem a queda é mais
brusca, denotando uma regido chamada de Porcentagem de Agua Agregacional Critica (PAAC),
regido esta onde ha uma evidente formacdo de auto-agregados da AIPcCI (Tessaro, 2010; Gracetto
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et al, 2011). A intensidade normalizada de fluorescéncia também mostra sucessivas quedas de
intensidade, que também sdo atribuidas a formacdo de agregados moleculares da AlPcCl, aliado a
efeitos de supressdo de energia por moléculas de &4gua. De modo geral esses efeitos sdo mais
intensamente observados ao redor de 50% (V/V), regido da PAAC.

Na Figura 20-b é mostrado o deslocamento do comprimento de onda de maxima absorcdo e
emissdo monitoradas na medida em que se aumenta a porcentagem de &gua. Abaixo da PAAC
verifica-se um pequeno deslocamento da banda de absorcdo que aumenta significativamente acima
deste ponto critico. Ao mesmo tempo o deslocamento da banda de emissé@o € pequeno e independe
da PAAC ja que, a principio, espécies agregadas ndo sdo emissoras de luz. Esta diferenca nas
variacOes entre os espectros de absorcdo e emissdo decorre da fluorescéncia refletir somente
alteracfes de micro-polaridade do meio sobre o fluor6foro no estado monomérico (Miranda, 2001;
Lakowics, 2006), enquanto que o espectro de absorcao eletrénica reflete adicionalmente alteracdes
de reorganizacdo estrutural da AIPcCl nas suas espécies auto-agregadas (acarretando em
alargamento, deslocamento, surgimento de novas bandas e diminuicdo de intensidades (Karns e col
1979; Miranda, 2001; Takahashi et al, 2005)).

O deslocamento espectral com o surgimento de bandas relativas a auto-agregados de AlPcCI
pode ser explicado pela teoria do éxciton molecular, proposta por Kasha (Kasha, 1963; Kasha,
1965; Simon, 2002; Tessaro et al, 2005), que discute a orientacdo relativa dos momentos dipolares
de transicdo individual de cada monémero quando este compde um auto-agregado molecular. Todas
as unidades monomeéricas possuem uma resultante vetorial no eixo de polarizacdo decorrente de
suas transi¢des eletronicas individuais, o chamado momento dipolar de transi¢do (p). Durante o
processo de agregacdo, cada mondmero pode se unir apresentando diferentes orientacdes do
momento dipolar de transi¢do. Os dipolos de transicdo podem estar alinhados em perpendicular ou
em paralelo segundo a linha de referéncia que liga os centros das moléculas. Quando 0s momentos
dipolares se encontram alinhados em paralelo (Figura 21, geometria A), duas conFiguracdes sdo
possiveis: dipolos de transicdo alinhados em fase e em fora de fase resultando em estados excitados
com maior € menor energia, respectivamente, devido a repulsdo eletrostatica entre eles. Porém a
transi¢do para o vetor fora de fase é considerada proibida, uma vez que estas se anulam, de modo
que a absorcdo se d& apenas aos vetores em fase (Kasha et al, 1963; Simon, 2002). Logo, no
espectro de absorcdo havera um deslocamento hipsocrémico do comprimento de onda de méxima
absorcdo quando na presenca destes auto-agregados que sdo denominados do tipo H.

Por sua vez, quando os momentos dipolares estdo alinhados em serie (Figura 21, geometria
B) os dipolos de transicdo fora de fase tambeém se anulam e a Unica transi¢do que ocorre é com 0s
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dipolos em fase. Porém, neste caso como o arranjo em fase é o de menor energia, ocorre 0
deslocamento para comprimentos de onda maiores (deslocamento batocrdmico). Estes auto-
agregados sdo denominados agregados do tipo J (Kasha et al, 1963; Spitz e Daehne, 1998 e
Severino et al.,2003).

tipo H 54.7° tipo J
SO I
Monomeros Dimeros

Figura 21. Energia das transicoes eletronicas permitidas dos mondmeros e agregados em fungédo do
angulo formado entre dipolos de transicéo e a linha de referéncia que conecta as unidades. A exemplificacdo

foi feita apenas para dimeros (Kasha, 1963; Severino et al.,2003).

Os alinhamentos em série e em paralelo sdo considerados geometrias extremas, uma vez
que os auto-agregados podem assumir geometrias de diversos angulos intermediarios. Desta forma,
outras configuracBes sdo possiveis entre as conFiguracdes [A e C] e [B e C], levando a auto-
agregados com bandas posicionadas em comprimentos de onda intermediarios. Sabe-se, portanto,
que a geometria assumida pelo dimero depende da minimizacdo das forcas repulsivas e
maximizacao das atrativas entre as unidades monomeéricas que compdem o agregado. Desta forma,
a diferenca de energia da transicdo dependera do angulo entre os momentos dipolares de transicao
dos mondmeros no auto-agregado. Inclusive, quando o angulo resultante é exatamente 54,7°
(Figura 21, geometria C) h& uma diferenca de energia nula e a banda de absor¢do do dimero
coincide com a do mondmero. (Kasha et al, 1963; Simon, 2002; Severino et al, 2003).

Portanto o deslocamento do comprimento de onda de maxima absor¢édo para comprimentos
de onda maiores para a AIPcCl (Figura 20-b) quando a mesma esta presente em um ambiente com

altos teores de agua aponta a predominancia de agregados do tipo J.
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Com o intuito de se obter maiores informacbes sobre a natureza destes auto-agregados
realizou-se 0 mesmo experimento utilizando-se RLS, cujos resultados sdo apresentados na Figura
22. Primeiramente, observa-se o sinal resultante da emisséo residual da fluorescéncia da AlIPcCI
atraves da excitacao sincronica da banda Q em 680 nm, como ja descrito anteriormente (Secédo 4.1).
Este sinal € verificado principalmente nas porcentagens de dgua mais baixas. Com o aumento do
teor de dgua no sistema, por sua vez, é observado a queda deste sinal até seu total desaparecimento
na regido da PAAC, em torno de 50% (V/V). Este fato reforca a proposta da ocorréncia de auto-

agregados em altos teores de agua.
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Figura 22. Espectros de RLS da AIPcCI (3,0x107 molL™?) em diferentes porcentagens de agua, a
30°C (obtidos com A = 0), pH=7,0.

A Figura 22 também mostra entre 300 a 500 nm a menor intensidade de espalhamento em
baixos teores de agua (0 a 40% V/V). Isto ocorre, provavelmente, devido a pequena taxa de
formacdo de auto-agregados da AIPcCI nesses meios e seus relativamente pequenos tamanhos tais
como dimeros, que ndo sao identificaveis pela técnica (Pasternack et al., 1993). Conforme se
aumenta a proporcdo de agua no meio (50-70% de agua), a intensidade do sinal de RLS é
aumentada consideravelmente, apontando a formacéo de auto-agregados maiores de AIPcCI, como
mostrado na Figura 22.

Aumentando-se o teor de dgua para 90% ¢é verificada uma queda da intensidade do sinal de
RLS, efeito que pode ser atribuido a precipitacdo da AIPcCI devido ao consideravel aumento do

teor de agua no sistema e, portanto, a diminuicéo efetiva de sua concentracdo na solucdo. Mesmo
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sendo a concentragdo baixa (10" molL™) e apesar de ndo observar-se visualmente tal precipitagdo, o
espectro de absorcdo e emissdo para a amostra com 90% de agua/etanol indica auséncia de
cromdforos/ fluoréforos no meio (Figura 18-a e 19-a, respectivamente).

A auto-agregacdo da AIPcCI verificada pelos espectros de emissdo, absorcdo eletronica e
RLS com o aumento do teor de dgua pode ser atribuida ao desbalanco hidrofilico/hidrofébico do
sistema alterada pela presenca de agua, que tende a favorecer interacbes hidrofébicas entre as
moléculas de AIPcCI, fenébmeno que tem sido observado para outros compostos na literatura
(Simplicio, 2004; Gracetto, 2011; Tessaro, 2011). O fato de espécies auto-agregadas nao
produzirem 'O faz com que a aplicacdo da AIPcCI como fotossensibilizador em TFD a principio,
seja inviavel em &gua. Portanto, hé a necessidade de um sistema aquoso "drug delivery system" que

seja solubilizador, biotransportador e monomerizador da AIPcCI.

4.1.2. Determinacéo do rendimento quantico de fluorescéncia (®f) da AlPcCl em etanol

Pelo fato de ter seu rendimento quéntico de fluorescéncia conhecido na literatura e por ter
propriedades espectroscdpicas semelhantes a da AIPcCl (Ribeiro, 2003), a ftalocianina de Zinco
(ZnPc) foi escolhida como padrdo para a medida do rendimento quéantico de fluorescéncia da
AIPcCI, utilizando-se do método relativo do padrdo secundario (discutido na secdo 3.2.3-a). Na
Figura 23 pode-se verificar a similaridade entre os espectros de absorgéo e de emisséo da AIPcCl e

ZnPc (ambas em 1,5x10 molL™) em etanol a 30°C.
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Figura 23. Espectros de a) absorcdo de AIPcCl e ZnPc 1,5x10° molL? e b) emissdo de
fluorescéncia da AIPcCl e ZnPc em etanol, Aexe= 604 nm; Aemis=620-850nm a 30°C, pH=7,0.

Para os estudos realizados, os valores de absorvancias da AlIPcCl e da ZnPc foram mantidos
no valor de 0,05 junto ao comprimento de onda de excitacdo (Aexc= 604 nm), para se minimizar
efeitos de filtro interno (Dhami et al, 1995; Lakowics, 2006). Desta forma, utilizou-se a equacgéo 3
para se determinar o ®f da AIPcCI (1,5x10° molL™) em meio homogéneo (etanol), utilizando-se o
valor de ®s= 0,28 para a ZnPc (Ricci-Junior e Marchetti, 2005; Oliveira, 2006).

A baixa concentragcdo de AIPcCl e ZnPc minimizaram os efeitos relacionados a auto-
agregacao do FS, pois sabe-se que este fendmeno afeta diretamente o rendimento quéntico de
fluorescéncia (Bonnet, 2000). Desta forma, utilizando-se os valores da area (integradas) dos
espectros de emissdo e absor¢do, o valor de ®@f da AIPcCI foi estimado em etanol como sendo 0,41.
Este valor, maior do que o da ftalocianina de Zinco indica que, comparativamente a ZnPc, a AlPcCl
apresenta uma menor taxa de despopulacdo do seu estado excitado via processos ndo radiativos
(ISC, colisbes e etc; Eaton, 1988) .

4.1.3. Determinacdo do rendimento quantico de oxigénio singlete (®*O2) da AIPcCl em
etanol

E de importancia fundamental se quantificar a geragio de oxigénio singlete por determinado
fotossensibilizador em estudos envolvendo terapia fotodindmica (Andrade, 1995). Medidas
envolvendo tempo de vida sdo utilizadas, porém o aparato experimental envolvido nessa
quantificacdo apresenta um custo relativamente elevado (Rabello et al, 2012). Tem-se, por exemplo,
a deteccdo de 1O, através da medida da fosforescéncia do mesmo em 1270 nm. A fosforescéncia do
oxigénio singlete na maioria dos solventes € relativamente baixa, deste modo é necessario o uso de
detectores de alta sensibilidade (fotodiodos de germanio, por exemplo), capazes de detectar sinais
da ordem de microssegundos ou menos, resfriados sob temperaturas relativamente baixas (77 K),
para que seja possivel a deteccdo (Wilkinson et al 1993; Andrade, 1995). Uma alternativa com
menor custo envolve a reacdo entre o oxigénio singlete produzido apos a foto-excitagdo de um
fotossensibilizador e o &cido drico (AU), sendo esse uma sonda quimica para 'O.. Uma das
vantagens do uso do acido Urico como substrato para a quantificacdo de formacdo de oxigénio

singlete no meio € que a sua absorcao eletronica se situa na regido do UV (comprimento de onda
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menor que 350 nm), apresentando um maximo de absor¢cdo em 293 nm, portanto, muitas vezes fora
da regido de absorcédo do fotossensibilizador (Gerola et al, 2012).

O processo de fotodegradagéo indireta do cido Urico via 'Oz, produzido pela foto-excitacéo
do FS leva a formacdo de produtos como a triuréia, a alantoxaidina, o ion oxanato e dioxido de
carbono (Matsuura e Saito, 1968; George e Bhat, 1979; Rabello et al, 2012).

Para estas reagBes fotoquimicas ocorrerem, no entanto, € necessario que haja uma
sobreposicao entre o espectro de absor¢do da AIPcCl com o espectro de emissdo do sistema Optico
de excitacdo fotdnica (LASER, LED, lampadas e etc) visando, portanto, um maior rendimento de
absorcdo de fotons, Lei de Grotthus-Draper (Rohatgi-Mukherjee, 1978). Portanto, é de extrema
importancia se quantificar o nimero de fétons absorvidos durante um processo fotoquimico. Para
isto, realizou-se o célculo do ndmero de fotons que foram absorvidos no processo através da
equacdo 5, que leva em consideracdo o tipo de fonte utilizada na irradiacdo (poli ou
monocromatica), poténcia da fonte, tempo de exposic¢do, grau de sobreposicao espectral, capacidade
absortiva da AIPcCl e ainda, se o composto é foto estavel (passivo de sofrer fotobranqueamento)
quando exposto a radiacdo. A Figura 24 mostra a sobreposi¢do espectral (normalizada) entre o
espectro de absorcdo da AIPcCl em etanol e o de emissdo da fonte de LASER utilizada nos
experimentos envolvendo a quantificacio do rendimento quintico de oxigénio singlete (®*02) da

AlPcCI.
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Figura 24. Sobreposicdo (normalizada) dos espectros de a) absor¢do da AlPcCI (1,0x10”" molL?t) em
etanol na regido da banda Qi (Am&x=672 nm) e b) emissédo do LASER de diodo (Amax= 663nm) a 30 °C.
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Absorbancia

Verifica-se através da Figura 24, que ocorre uma relativa sobreposi¢do espectral entre 0s
espectros de absor¢do da AIPcCl com o de emissédo do LASER (Amax= 663nm). Neste caso, segundo
a equacdo 5, deve-se mencionar que nao é necessaria uma completa sobreposicao espectral para a
ocorréncia dos processos fotoquimicos. A dependéncia temporal da reacdo do AU com 'O
observada (cinética), por sua vez, ira depender principalmente da poténcia do LASER (energia
fornecida pelo seu fluxo de fétons). A poténcia de maxima emissdo do LASER medida é de 100
mW, suficiente para a observacdo da reacdo do consumo total do acido Urico no experimento. Na
Figura 25 sdo apresentados os espectros de absorcdo UV-Vis da solucdo contendo AU (1,0x10°

“molLY) e AIPcCI (4,1x107" molL) em funcio do tempo de iluminag&o.
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Figura 25. Espectros de absorcdo UV-Vis da solucdo contendo a) AIPcCI (4,1x107 molL™; Amsx =
272 nm) e AU (1,0x10* molL™; Amax= 293 nm) monitorados em funcéo do tempo de irradiacdo a 30 °C,
pH=7,0 e b) Perfil da cinética de decaimento da banda do acido Urico (Ams= 293 nm) e de surgimento do

intermediario formado (Amax= 315 nm) em fun¢do do tempo de irradiagéo.

Primeiramente, pode-se observar que ndo houve alteracdo no perfil espectral da AIPcCI nos
experimentos (manutencdo da banda Qmui), evidenciando que ndo ocorre o fendémeno de
fotobranqueamento, que se caracteriza pela degradacdo do composto fotossensibilizador pela
interacdo com a luz, levando a um decréscimo no nimero total de fotons efetivamente absorvidos
durante a irradiacdo (Gerola et al 2012; Swan et al 2012). Ainda pode ser observado na Figura 25-a
0 aparecimento da banda referente ao intermediario da reagdo do acido drico em 315 nm. Na Figura

25-b pode ser visto o decréscimo no méaximo de absor¢do do &cido drico (monitorado em
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Amax=293nm), simultdneo a formacdo do intermediario, porém ndo se apresentou a sequéncia
espectral posterior das iluminagOes, onde se tem uma etapa lenta relacionada ao consumo deste
intermediario (Gerola et al, 2012; Rabello et al, 2012). Apenas a primeira constante de velocidade
(k1) € relacionada com o consumo/degradacdo do AU (Amax= 293nm) e deve ser considerada na
analise dos dados. A segunda constante (k2) é relativa ao consumo do intermediario e independe da
luz (Rabello et al, 2012). Através da Figura 26 pode-se verificar que ha uma relagéo linear entre o
ki e o nimero de fotons absorvidos pelo sistema, assim como apresentado anteriormente pela

equacio 6. Desta relacdo obtem-se o valor da eficiéncia do processo de geragdo de Oz (ya).

2.0x107

1.6x107 1

—

X

1.2x107 1

8.0x10° — — —,
2.0x10 2.4x10 2.8x10 3.2x10

N_ . (mol)

Figura 26. Relagdo entre ki e 0o nimero de fétons absorvidos para a AIPcCl para estimativa da

eficiéncia (ya) do processo de geracéo de *O».

Finalmente, uma vez conhecido 0 ya, obtem-se o valor de ®!O, do fotossensibilizador,
através da equacdo 6. Na Tabela 4, por sua vez, sdo apresentados os valores estimados para a
eficiéncia (ya) e rendimento quantico de formagdo de oxigénio singlete (®1O,) obtidos para a
AIPcCI utilizando a ftalocianina de zinco (ZnPc) como padrdo (d'02 de 0,53; Redmond et al,
1999).
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Tabela 4. Valores de eficiéncia, ki1 e rendimento quantico de oxigénio singlete da AlIPcCl

em etanol a 25 °C.

[AIPCCI]

(107molLY) k(107 57) Y102 (10°) ®10;
59 9,75
1,27 13,8 1,05+0,003 0,43 (+0,01)
9,02 21,6

O valor de ®'O; obtido para a AIPcCI (0,43) é relativamente satisfatorio para aplicagtes
fotodinamicas, uma vez que fotossenssibilizadores amplamente conhecidos e utilizados em TFD
podem apresentar valores de rendimento quantico de oxigénio singlete similares ou mesmo menores
do que a AIPcCI em etanol, como por exemplo, a ftalocianina de zinco (0,53; Redmond et al,
1999), ftalocianina de cobalto (0,55; Redmond et al, 1999), ftalocianina de niquel (0,52; Pop, 2010),
hipericina (0,39; Roslaniec et al, 2000), azul de metileno (0,55; Glusko et al, 2011).

4.2. Estudos das propriedades da AIPcClI em meio micro-heterogéneo: interacao

ftalocianina/copolimeros micelares de P-123 e F-127

Com base nos resultados anteriores, que mostraram a auto-agregacdo da AIPcCl em meio
aquoso, efetuou-se os estudos que envolvem a interacdo deste fotossensibilizador com P-123 e F-
127, que sdo sistemas nanoestruturados solubilizadores/transportadores. Antes do encapsulamento,
foram realizados os estudos prévios de interacdo AlIPcCl/copolimeros, utilizando-se das técnicas de
emissdo de fluorescéncia, absorcéo eletronica e RLS. Estes estudos sdo importantes para obter-se
uma maior compreensao das propriedades fisico-quimicas (ligacdo, solubilizacdo, cinética de
incorporacdo/liberacdo/estabilizacdo, localizacdo e organizacdo estrutural) dos formulados
AIPcCl/copolimeros que forem desenvolvidos.

Desta forma, a interacdo (associa¢do) da AIPcCI com estes copolimeros foi inicialmente
monitorada através de experimentos envolvendo titulagcdes espectrofotometricas da AIPcCl com
diferentes volumes destes copolimeros (a partir de uma solugéo estoque, item 3.2.4.1) visando obter
as isotermas de ligacdo farmaco-copolimero (Liu et al, 2007). Deste modo nas titulages partiu-se
da adicdo de aliquotas das solucdes estoques de P-123 e F-127 2% (m/V; equivalente a 3,5x103 e
1,6x10° molL™, respectivamente) em uma solugio pré-preparada de AIPcCI (8,0x107 molL™) em
meio aquoso com 1% de etanol (V/V). Os espectros de emissdo de fluorescéncia da AIPcCl em
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funcéo do aumento da concentracdo de ambos copolimeros séo apresentados nas Figuras 27-a e 27-

b para F-127 e P-123, respectivamente.
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Figura 27. Espectros de emissdo de fluorescéncia da AIPcCI (8,0x107 molL?) em funcéo de adicéo

de copolimero: a) F-127 (regido de concentracdo variando de 0 a 6,5x10* molL?) e b) P-123 (0 a 1,5x10°®
molL?) a 25 °C, dexc = 604 nm pH = 7,0. A seta indica o aumento de emissdo da ftalocianina com a

concentracao dos copolimeros.

Analisando-se a Figura 27, observa-se que inicialmente a intensidade de emissdo da AlPcCl
em meio aquoso, na auséncia do copolimero, € extremamente pequena (proxima a zero), fato
atribuido principalmente ao efeito de auto-agregacdo da AIPcCl em meio aquoso e/ou a um efeito
de supressdo da fluorescéncia da AIPcCl pelas moléculas de agua (Eaton, 1988; Lakowicz, 2006).
Posteriormente, verifica-se 0 aumento da intensidade de emissdo de fluorescéncia conforme a
adicdo dos copolimeros. Este aumento da fluorescéncia com o aumento da concentracdo dos
copolimeros indica que a AIPcCl se associa aos mesmos (ha forma monomérica e micelar
polimérica). Dois fatores distintos podem levar a este aumento de fluorescéncia: (i) diminuicdo da
supressdo de fluorescéncia pelas moléculas de &gua em solucéo devido ao distanciamento destas ao
fluordforo que ficaria “protegido” dentro da micela e (ii) a associacdo com a micela leva a um efeito
de desagregacdo e redistribuicdo da AIPcCl no microambiente micelar durante este processo
primario de ligagdo (Alexandridis e Hatton, 1995). A complexidade destes efeitos dificulta uma
analise mais aprofundada dos mesmos, entretanto estas hipdteses serdo discutidas a partir dos

resultados dos experimentos complementares apresentados adiante (item 3.2).

60




Uma diferenca visivel observada na comparacéo entre os dois graficos da Figura 27 consiste
no aumento da intensidade de emissdo de fluorescéncia no sistema AIPcCI/P-123 ser cerca de 10
vezes maior que o observado para o AIPcCI/F-127. Este aumento para o sistema P-123 pode ser
atribuido a um efeito de desagregacdo da AIPcCI paralelamente ao processo de associacdo com a
micela favorecido pela existéncia de um microambiente mais hidrofobico para o copolimero na sua
forma micelar (ver Figura 2; Wanka et al, 1994; Croy et al, 2006). Este copolimero possibilita que o
FS se estabilize na forma monomerizada solubilizada no “core” hidrofébico de sua micela mais
eficientemente que para o F-127 (Alexandridis et al 1994; Croy et al, 2006).

As Figura 28-a e 28-b apresenta os gréaficos da intensidade de emissao da AIPcCl (Amax= 681
nm) versus concentragdo de P-123 e F-127 adicionados ao sistema, respectivamente. O inserto
apresenta em evidéncia a regido de baixas concentragdes para F-127 (entre 0 e 1,5x10° molL™).
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Figura 28. Intensidade de emissdo de fluorescéncia da AIPcCI (8,0x107 molL?) em funcdo da
concentracdo de copolimeros para os sistemas com adicdes de a) [F-127] (0 a 6,0x10* molL%; no insert da
Figura encontra-se uma ampliacéo da regido de baixas concentrag@es, entre 0 e 1,5x10° molL?) e b) [P-123]
(variando de 0 a 1,2x10° molL?). Medidas realizadas a 25 °C, pH = 7,0.

As curvas experimentais da Figura 28 mostram comportamentos similares aos usualmente
observados para as isotermas de ligacéo, a principio com uma etapa simples de associa¢cdo com uma
tendéncia a saturagdo na interacdo da ftalocianina com o copolimero (Moore et al, 2007;
Hosseinzadeh, 2007). Entretanto, com a utilizacdo de modelos simples de ajustes para a interacéo

farmaco-membrana, conclui-se que estes sistemas sdo intrinsicamente mais complexos, uma vez
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que consideram a interacdo entre a molécula de um fotossensibilizador a principio monomerizado
em solugdo com o sistema micelar (Caetano e Tabak, 1999, Du et al, 2012.).

Analisando-se a Figura 28, verifica-se que tanto para os sistemas P-123 e F-127 parece
haver mais de uma etapa no processo de associacdo entre a AIPcCl com as micelas poliméricas,
principalmente no caso da Figura 28-a, para F-127. Para as isotermas extraidas da titulacéo
espectrofotométrica com F-127 (Figura 28-a) verifica-se nitidamente uma primeira etapa que
mostra uma queda da intensidade inicial de emissdo da AIPcCI até aproximadamente 5,0x10° molL-
! de F-127 (inserto da Figura 28-a). Vale mencionar que esta ¢ uma regido de concentracio abaixo
da CMC deste surfactante nesta temperatura (Bakshi e Sachar, 2006). Este comportamento é
atribuido a um aumento da auto-agregacdo da AIPcCIl decorrente da quantidade relativamente
menor de sitios disponiveis na micela adequados a mondmeros deste FS. Ha de se considerar ainda
as diferencas de um mondmero (unimero) de um copolimero surfactante em relacdo a um
mondmero de surfactante usual (SDS, CTAB e etc). Mesmo estando abaixo de sua “CMC”, sabe-se
que apenas um unimero de um copolimero por si s6 pode se auto-organizar em um sistema com
uma determinada estrutura definida (Liu, 2008). Neste sentido esta diminuicdo na intensidade de
emissao seria resultado de um aumento da auto-agregacdo da AIPcCIl decorrente da localizacao
destas nos poucos e relativamente pequenos micro-ambientes no unimero.

Por sua vez, a partir de 5,0x10® molL™ de F-127 (portanto acima da CMC deste copolimero)
tem-se o inicio de uma segunda etapa (até aproximadamente 5,0x10° molL™) onde se supde uma
tendéncia de redistribuicdo das moléculas de AIPcCI neste sistema, entretanto ndo é descartada a
associacdo concorrente das espécies desagregadas no copolimero (Liu, 2008). Para concentracfes
maiores, por sua vez, a isoterma apresenta um comportamento mais lento e continuo, no entanto,
sem atingir a completa saturacao.

Analisando-se a isoterma para o sistema AIPcCI/P-123 (Figura 28-b) observa-se que neste
caso ndo se verificou a etapa inicial de queda da emissdo nas mais baixas concentracdes de P-123,
como observado para o sistema AIPcCI/F-127. Interessantemente, o intervalo da concentracdo de P-
123 estudada no sistema, se encontra acima de sua CMC, nesta temperatura (25°C; Alexandridis e
Hatton 1995). Assim o comportamento da isoterma se mostrou semelhante ao obtido no sistema
AIPcCI/F-127 (Figura 28-a). Até a concentragdo de P-123 de aproximadamente 2,0x10* molL™ foi
observada uma tendéncia da ligacdo da AIPcClI (nas formas desagregadas e auto-agregadas) com as
micelas poliméricas. A partir desta concentracdo, hd uma etapa que apresenta um comportamento
mais continuo, com variagdo mais lenta na emissdo da AIPcCl, sem verificacdo da saturacéo. Estes
complexos perfis de ligagdo observados nas isotermas para ambos os copolimeros sugerem que
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diferentes formas auto-agregadas da AIPcClI, poderiam se reorganizar (e/ou se estruturar) durante a
associagdo com o microambiente micelar. Para se complementar os estudos realizaram-se as
mesmas titulagGes, acompanhadas através de espectros de absorc¢éo eletronica.

Na Figura 29 sdo apresentados os espectros de absor¢do UV-Vis obtidos para as titulacdes
da AIPcCI (8,0x107 molL™?) na presenca de ambos os copolimeros e nas mesmas condigdes
estudadas anteriormente (pH=7,0; T=25°C).

comprimento de onda (nm) comprimento de onda (nm)

Figura 29. Espectros de absorgdo eletronica da AlPcCl (8,0x107 molL™) na presenca de a) [F-127]
(variando de 0 a 6,4x10* molL™) e b) [P-123] (variando de 0 a 1,5x10° molL™), pH = 7,0 a 25 °C. As setas

indicam as variagGes com o aumento da concentracdo dos copolimeros.

Sem adicéo dos copolimeros, observa-se o perfil espectral usual da AIPcCl auto-agregada, ja
observados para o sistema H2O/EtOH, principalmente pela presenca da banda caracteristica de auto-
agregados em 610 nm (ver secdo 4.2, Figura 18-c). Observa-se que 0s espectros de absorcao
eletrbnica evidenciaram pequenas diferencas ainda menos significativas entre as titulacbes
realizadas com F-127 e P-123, de modo geral. Enquanto ndo foram observadas variagdes espectrais
significativas para o sistema AIPcCI/F-127 (Figura 29-a), para o sistema AIPcCI/P-123 verificou-se
uma pequena recuperacdo da absortividade da banda referente a mondmeros da AIPcCl (A=675nm)
(Figura 29-b) e uma diminuicdo da banda referente a auto-agregados em A=610 nm com a adicéo
deste copolimero. Adicionalmente, 0 aumento da concentracdo de P-123 induz um deslocamento
hipsocrémico do comprimento de onda de m&xima absorcdo da banda inicialmente em 675 nm de
aproximadamente de 7 nm. O que se pode inferir € que a interacdo das moléculas de AIPcCl com P-
123 induz um efeito de desagregacdo do FS durante sua interacdo com o copolimero (na forma
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micelar) quando comparados aos resultados observados com o F-127 pelos estudos de fluorescéncia
(Figura 28; item 4.2).

Portanto, assume-se que este efeito de recuperacdo simultanea observada para a banda da
AIPcCIl em 675 nm com adi¢cBes de P-123 (Figura 29-b) possa estar associado a desagregacédo da
AIPcCI e/ou subsequente reorganizacéo estrutural dos auto-agregados da ftalocianina, uma vez que
neste Ultimo caso, estes podem absorver inclusive numa regido de comprimento de onda muito
proxima a da analisada na Figura 29-b (Pasternack et al 1995). Esta discusséo serd complementada
na proxima secdo onde é analisado o perfil cinético da incorporacdo da AIPcCI nos sistemas
estudados (secdo 4.3.2). Até o presente momento, pode-se inferir que no sistema é possivel observar
a presenca de diferentes tipos de agregados de AIPcCI nos dois poloxameros, o que pode explicar a
complexidade e diferencas observadas entre as isotermas de ligacdo apresentadas anteriormente na
Figura 28.

Para uma maior compreensdo dos processos envolvidos na interacdo AlPcCl/poloxamero e
andlise qualitativa da reorganizacdo estrutural das formas auto-agregadas da AIPcCI durante o
processo de associacdo ftalocianina/copolimero foram realizadas medidas de espalhamento de luz
ressonante (RLS). Na Figura 30 sdo apresentados inicialmente os espectros de RLS para a AlPcCl

(8.0x10"mol LY) em funcgdo do aumento da concentragdo de F-127.
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Figura 30. Espectros de RLS da AIPcCI (8,0x107 molL™t) em funcdo da concentracdo de F-127
(variando de 0 a 6,4x10“molL™) a 25 °C (AL = 0). A seta indica a variacdo do sinal de RLS com 0 aumento

da concentragdo do copolimero.

64



Observa-se, primeiramente para a solu¢do de AIPcCl na auséncia de micelas poliméricas, a
existéncia de um sinal na regido de 400 nm observado desde as primeiras adi¢cdes de F-127 com
perfil similar aos obtidos para 0 RLS em altos teores de agua em etanol (Figura 22, secdo 4.2). Este
sinal aumenta fracamente com o aumento da concentracdo de F-127, evidenciando que a AlPcCI
mantém-se majoritariamente na sua forma auto-agregada neste micro-ambiente e mesmo com a
associacao AlPcCl-micela, ndo se verifica desagregacdo efetiva do fotossensibilizador. Também
pode ser verificado, a auséncia da banda referente a emissao residual da AIPcCl em 680 nm, o que
confirma a hipdtese da AIPcCI presente na forma auto-agregada neste meio. Provavelmente a
molécula ndo se encontra solubilizada no interior hidrofébico da micela polimérica, mas na regido
interfacial mais hidrofilica entre as fases aquosa e o interior hidrofébico da micela.

Por outro lado, os sinais de RLS para o sistema AIPcCI/P-123, mostraram variacdes distintas
no sinal de RLS que dependem da faixa de concentracdo de P-123 empregada, como mostrado pela
Figura 31-a e 31-h.
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Figura 31. Espectros de RLS da AIPcCI (8,0x107 molL™) em funcdo da concentracdo de P-123 em
distintas faixas: a) 0 a 2x10“*molL™ e b) 2x10*a 1x10° molL* a 25 °C (obtidos com AX = 0). No inserto da
Figura é apresentada uma ampliacdo da regido péxima a 680 nm que mostra o crescimento da banda de
emissdo residual da AIPcCl com o aumento da concentragdo de P-123. As setas indicam a variagdo do sinal

com 0 aumento da concentracao.

Na Figura 31-a, com o aumento da concentracdo de P-123 a partir de 0 a 2x10 molL™ na

solucdo de AIPcCI, o sinal de RLS monitorado em 400 nm (associado a auto-agregados da AlPcCl;
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secdo 4.1) aumenta com a concentracao deste copolimero. Por outro lado, na Figura 31-b, acima de
2x10 molL?! é observada a diminuicdo deste sinal e, simultaneamente, o surgimento da banda
atribuida a emissdo residual da AIPcCl na regido de 680 nm. Portanto, os resultados mostrados pelo
RLS em P-123 nesta temperatura mostram a existéncia de pelo menos duas etapas no processo de
associacdo entre a AIPcCl e P-123, similar ao verificado através dos espectros de absorcao
eletrdnica monitorados durante a ligacdo da mesma neste copolimero e das isotermas de ligacdo da
AIPcCI monitoradas por fluorescéncia (Figura 28-b). O aumento do sinal de RLS na faixa menor de
[P-123] indica ainda a associacdo primaria da AIPcCl auto-agregada com a micela.
Interessantemente com o aumento da concentracdo de P-123 ha o inicio de uma segunda etapa de
associacdo na qual hd uma reorganizacdo estrutural da AIPcCl, provavelmente havendo uma
desagregacdo, observada através do aparecimento da banda de emissao residual em 680 nm (inserto
Figura 31-b), diminuicdo do sinal referente a auto-agregados em 400 nm (Figura 31-b), juntamente
com o surgimento da banda de absorcdo em 675 nm (Figura 29-b) e também na analise das
isotermas de ligagéo (Figura 28-b).

A complexidade observada na interacdo entre a AIPcCl e os copolimeros através da analise
das isotermas de ligacdo monitoradas pela fluorescéncia da AIPcCl (Figura 28), dos espectros de
absorcdo UV-Vis (Figura 29) e também dos sinais de RLS (Figuras 30 e 31) indicam que
provavelmente o sistema ainda ndo se encontra em equilibrio. Desta forma possiveis mudancgas na
organizacgéo estrutural da AIPcCl ligada no microambiente micelar poderiam estar ocorrendo com o
decorrer do tempo. Em razdo disto, estudos complementares do processo de associacdo entre a
AIPcCI e os copolimeros foi monitorada também proximo ao equilibrio realizando-se as mesmas
medidas cerca de 48 horas ap0s as adicGes de F-127 e P-123 nas solugbes aquosas contendo
AIPCcCI.

A comparacgdo entre as isotermas registradas no tempo t=0 e no tempo de equilibrio (> 48
horas) da AIPcCl sdo mostradas em conjunto nas Figuras 32-a e 32-b para os sistemas AIPcCI/[F-
127] e AIPcCI/[P-123].
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Figura 32. Isotermas de ligacdo da AIPcCI (8,0x10"mol L) em funcdo da [F-127] e [P-123]
monitoradas através de fluorescéncia da AIPcCI, obtidas imediatamente ap6s a adigdo de copolimero (t =0) e

apos o equilibrio (> 48 horas), a 25 °C; pH = 7,0.

Primeiramente observa-se que as isotermas obtidas no tempo de equilibrio possuem
intensidades de emisséo relativamente menores do que as obtidas para as medidas realizadas no
tempo t=0 para ambos 0s sistemas. Esse fato evidencia uma reorganizacdo estrutural adicional da
AIPcCI com o decorrer do tempo no micro-ambiente micelar.

Pode ser observado também, através da Figura 32, que a intensidade de emissao da AlPcCI
no decorrer da adicdo do copolimero € praticamente a mesma para ambos os copolimeros no tempo
de equilibrio, quando comparado as medidas em t=0. No entanto, para 0s estudos da associacao
AIPcCI/P-123, a diminuicdo da intensidade dos pontos experimentais apresentados nas isotermas
entre t=0 e o tempo de equilibrio foi menor. O perfil relativo e similar observado nas intensidades
de emissdo da AIPcClI no tempo de equilibrio para os dois copolimeros mostra que,
independentemente do grau de hidrofobicidade do mesmo, a AIPcCl sempre sofre um processo de
reorganizacdo estrutural de seus auto-agregados com o decorrer do tempo. Os efeitos distintos
observados no processo de interacdo da AIPcCl com os copolimeros micelares monitorados pelos
espectros de absorcdo eletronica (Figura 29), emissdo de fluorescéncia (Figura 27) bem como os
espectros de RLS da ftalocianina (Figuras 30 e 31) evidenciam a influéncia da complexidade do
micro-ambiente micelar polimérico no processo de reorganizacgdo estrutural dos auto-agregados da
AIPcCl em comparagdo ao verificado nas micelas formadas por surfactantes usuais (Akter et al,
2012). Deste modo, processos difusionais das moléculas de AIPcCl nos micro-ambientes complexos
das micelas poliméricas poderiam estar correlacionados com os processos de reorganizagdo deste

FS verificados nas isotermas do tempo de equilibrio (Figura 32).
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Também foram obtidos os sinais de RLS para a AIPcCl com a adi¢cdo dos copolimeros no
tempo de equilibrio que, apesar de aparentemente evidenciarem um comportamento distinto do
verificado nos sinais no tempo t = 0 (Figuras 30 e 31), ndo forneceram subsidios suficientes para
qualquer andlise acerca da reorganizacéo estrutural da AIPcCI.

A dependéncia temporal da interacdo da AIPcCl com os copolimeros micelares durante o
processo de associacdo FS/micelas poliméricas motivou a investigacdo mais detalhada de seu perfil
cinético de auto-agregacdo. Neste sentido, estes espectros irdo contribuir para a interpretacdo da
estabilidade da AIPcCI incorporada nestes copolimeros ap6s os procedimentos de encapsulamento

descritos adiante (secdo 4.4.1).

4.3. Estudos cinéticos de incorporacdo da AIPcCl em micelas poliméricas de P-123 e F-127

Baseados nas isotermas de ligacdo AIPcCl/[copolimero] (Figura 28), numa primeira analise
serdo verificados os perfis espectrais da AIPcCl em funcdo da concentracdo dos copolimeros ([F-
127] e [P-123]) para, posteriormente, proceder a analise dos perfis cinéticos obtidos em razdes
especificas AIPcCl/[copolimeromic]. Neste caso, entretanto, como observado nas Figuras 33 e 34,
sdo apresentados espectros de absorcdo eletronica da AIPcCI na presenca dos copolimeros para a
AIPcCIl em concentracdo na ordem de 2,5x10® molL™, cerca de 3 vezes maior do que a utilizada
nas isotermas de ligagdo apresentadas na Figura 28 ([AIPcCI]=8,0x10" molL™), objetivando-se um
melhor acompanhamento das variaces do perfil cinético de auto-agregacdo monitorados por UV-
Vis. Para uma analise mais completa dos resultados, as concentracdes de F-127 e P-123 adicionadas
na solucdo aquosa contendo AIPcCI correspondem a pontos experimentais que fazem parte de
diversas regides das isotermas de ligacao (inicio, meio e fim) apresentadas na Figura 28.

A Figura 33 mostra os espectros de absor¢cdo obtidos no tempo t=0 para diversas razdes
[AIPcCI)/[F-127mic] (e/ou concentracdo de F-127) ([AIPcCI] fixa) onde [F-127mic] foi calculada
levando-se em conta o numero de agregacdo deste copolimero na temperatura de 25°C (Wanka et al,
1994).
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Figura 33. Espectros de absorcdo da AIPcCl (2.5x10° molL?) em diversas razdes [AIPcCI]/[F-
127mic] (na auséncia de micelas a 0,15 e [F-127] de 0 a 6,2 x10* molL1), 25 °C, pH = 7,0.

A partir da Figura 33 é possivel observar que a organizacdo estrutural da AlPcCI
(desagregada versus auto-agregada) em F-127 foi dependente da razdo [AIPcCI]/[F-127mic] ou
concentracdo do copolimero no tempo t=0. Para o espectro de absor¢do obtido no tempo t=0, na
razdo [AIPcCI]/[F-127mic] de 0,40 que corresponde a aproximadamente 3 micelas poliméricas
(considerando Nag de 37 a 25°C; Wanka et al, 1994) por molécula de fotossensibilizador, pode ser
verificado um perfil espectral com bandas alargadas indicando que a AIPcCl se encontra
majoritariamente na sua forma auto-agregada. J& na razdo [AIPcCI]/[F-127mic] de 0,2 (ou menor),
que corresponde a aproximadamente 6 micelas por FS (Wanka et al,1994) o espectro revela a
presenca de AIPcCl na forma monomerizada nestas condi¢des. Entretanto, a elevada caracteristica
alargada juntamente com intensa banda Soret e Q, mesmo nas amostras onde se tém altas
quantidades de micelas, indica ainda a presenca de formas auto-agregadas da AIPcCIl neste
copolimero. Igualmente, para o sistema em P-123 no tempo t=0, observou-se a mesma dependéncia,
isto &, quanto menor a razdo [AIPcCI]/[P-123mic], mais mondmeros estdo presentes. No entanto,
comparado ao sistema em F-127 (Figura 33) a regido acima de 500 nm resultou em menor grau de
alargamento das bandas sendo o espectro mais assemelhado ao da AIPcCI no estado monomérico
(ndo mostrado). Este resultado indica uma maior estabilizacdo dos mondmeros da AIPcCI no tempo
t=0 em P-123 e estdo em concordancia com os obtidos anteriormente nos estudos envolvendo a
interacdo primaria da AIPcCl com este copolimero, apresentado anteriormente na secéo 4.3.1.

Na Figura 34 s3o apresentados os espectros de absorcdo eletrénica da AIPcCI (2,5x10°
molL ) em F-127 (6,0x10* molL™?; razdo [AIPcCI)/[F-127mic] = 0,15) obtidos em diferentes
tempos. Observa-se através desta Figura que no tempo t=0, a caracteristica espectral da AIPcCl se
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assemelha mais a ftalocianina no estado monomérico (Figura 10, secdo 4.1 em etanol) com a
presenca da banda Soret e das trés bandas Q. Com o passar do tempo, no entanto, é verificada a
diminuicdo destas bandas e o surgimento de uma banda alargada em 610 nm, que como visto
anteriormente € relativa as formas auto-agregadas da AIPcCl (Figuras 18-a e 18-c; se¢do 4.3.1). Os
perfis espectrais de absorcéo eletrénica da AIPcCl em P-123 monitorados em fungdo do tempo (néo
mostrados) foram semelhantes aos registrados para F-127, porém como discutido adiante com mais
detalhes, o processo de auto-agregacdo da AIPcCl foi consideravelmente mais lento neste

copolimero.

1.0x10"
—t=0
» | — t=10 minutos. ”
8.0x10" 1 ___ 12500 minutos.
6.0x10°1
(2]
0
< 2
4OX1 0_ T "'—\_\../A
2.0x10%-
0.0

300 400 500 600 700 800
comprimento de onda (nm)

Figura 34. Espectros de absorcdo da AIPcCI (2,5x10° molL?) em F-127 (6,2x10* molL™; razdo
[AIPcCI)/[F-127mic] 0,15) em diferentes tempos a 25 °C, pH = 7,0. As setas indicam as mudancas do perfil

espectral da AIPcCl com o decorrer do tempo.

Para melhor visualizagéo deste efeito de variacdo temporal dos espectros da AIPcCl nos dois
copolimeros em fungdo do tempo, na Figura 34 sdo apresentados os perfis cinéticos de diminuicao
da banda Qm (Ama&x=677nm) da AIPcCl com ambos copolimeros em diferentes razdes
[AlIPcCl]/[copolimeromic] ([AIPcCI] fixa) em 25°C, pH=7,0.
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Figura 35. Variagdo temporal da absorvancia da AIPcCl (2,5x10°mol L) monitorados na banda Qu
(Mm&x=677 nm) em diferentes razdes [AIPcCl]/copolimeromic] para: a) F-127 (0 a 6,2 x10* molL™?) e b) P-123
(0 a1,5x10° molL*) a 25°C, pH = 7,0.

Anteriormente mencionou-se que o0 grau de alargamento dos espectros de absorcdo de
eletronica da AIPcCI foi menor em P-123 comparativamente ao F-127. De forma semelhante, pode-
se observar na Figura 35 que a intensidade da banda Qi da AIPcCl é de fato maior no P-123
(dobro em média) confirmando o menor grau de agregacdo da ftalocianina na interacdo com o
copolimero mais hidrofébico (P-123) em t=0. Primeiramente, a Figura 35-a mostra que
praticamente ndo houve mudanca significativa na absorvancia da AIPcCl com o passar do tempo
sem adicdo de copolimero, devido ao intenso grau de auto-agregacdo do fotossensibilizador nesta
condicdo. Para a menor razdo [AIPcCI)/[F-127mic] estudada (0,1), por sua vez, foi detectada uma
queda relativamente mais rapida da absorvancia em relacéo ao sistema AIPcCI/P-123 (Figura 35-b).
Neste caso observa-se que em menos de 20 minutos a AIPcCl ja exibe uma significativa auto-
agregacao, monitorada pela variacdo da absorvancia na respectiva Figura, atingindo um equilibrio
em aproximadamente 50 minutos, mantendo-se constante durante todo o tempo da medida. O
mesmo efeito ocorre com as outras razdes, como pode ser verificado pela Figura 35-a.

Para o perfil cinético de auto-agregacdo da AIPcCIl em P-123 apresentado na Figura 35-b
verificou-se que o processo agregacional, no geral, é mais lento comparativamente ao F-127 (Figura
35-a). Adicionalmente, em relacdo ao sistema contendo F-127, onde praticamente ndo se detectou
uma dependéncia temporal entre a queda da absorvancia da AIPcCl com a concentracdo de micelas
poliméricas, em P-123 observou-se que a medida que a razéo [AIPcCI]/[P-123mic] diminui (aumento
da concentragdo de P-123) o processo agregacional se tornou mais lento. Por exemplo, para

[AIPcCI]/[P-123mic]=0,5 (Figura 35-b; razdo que corresponde a existéncia de duas micelas por

71



molécula de AIPcCI, considerando Nag=85 a 25°C; Wanka et al, 1994) o sistema praticamente
atinge um estado de equilibrio (constancia nos valores de absorvancia) em cerca de t>250 minutos,
apresentando ainda uma elevada absorvancia (0,25), sugerindo um menor grau de auto-agregacao
nestas condicdes. No entanto, para as maiores razbes (4,8 e 6,4) ha uma queda intensa e
relativamente rapida da absorvancia (até praticamente zero) por volta de t>60 minutos, similar ao
observado para baixas razdes no sistema AIPcCI/F-127 (razdo 0,1, por exemplo; Figura 35-a),
sugerindo um elevado grau de auto-agregacdo da AIPcCI neste sistema. Adicionalmente podem ser
observadas pequenas flutuacdes nas intensidades de absorcédo da AIPcCl para tempos longos (t>500
minutos, em diversas razGes AIPcCl/copolimero nas Figuras 35-a e 35-b) que, apesar de
relativamente pequenas, podem ainda indicar processos de reorganizacgdo entre diferentes formas
auto-agregadas da AlIPcCl ligada nos micro-ambientes existentes na micela polimérica.

A estabilizacdo relativamente mais rapida do perfil cinético da AIPcCI/F-127 (Figura 35-a),
juntamente com os resultados apresentados (estudos espectroscopicos) discutidos/relacionados com
a interacdo da ftalocianina com as micelas poliméricas (isotermas de ligagéo e RLS), evidenciam a
dependéncia desta interacdo FS-poloxdmero com a natureza/estrutura da micela polimérica formada
pelo copolimero especifico, ou seja, 0 F-127, que possui uma regido interfacial relativamente maior
e mais hidrofilica, formada pela organizacdo dos grupos PEO na interface com a fase aquosa do
sistema, estabilizando de uma forma relativamente mais rapida a AIPcCl num estado de maior grau
de auto-agregacdo, em comparacdo ao poloxamero com maior carater hidrofobico (P-123). Por sua
vez, aléem do tamanho absoluto das micelas poliméricas, ha de se considerar ainda que os dois
copolimeros possuem ndmero de agregacdo (numero de unimeros do copolimero por micela)
distintos a 25°C (Nag/r-127=67 € Nagp-123=87 a 25°C; Wanka et al, 1994), decorrentes de diferencas
na TMC modulada pela estrutura quimica distinta entre ambos copolimeros (Figura 4). Este maior
namero de agregacdo do P-123 faz com que a micela apresente um micro-ambiente hidrofobico
relativamente maior neste copolimero comparativamente a micela de F-127, capaz de solubilizar o
FS, justificando assim uma maior interacdo da AIPcCIl neste copolimero. Os efeitos cinéticos
observados na interagdo AlPcCl-copolimeros (Figura 35), reforcam a hipdtese da existéncia de
processos difusionais diretamente associados a interacdo de diferentes formas auto-organizadas da
AIPcCI (e dependentes da razéo [AIPcCI]/[micela] e da [micela]) nos micro-ambientes de diferentes

naturezas da micela polimérica.
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4.3.1. Influéncia da temperatura nas propriedades de ligacdo da AIPcCIl as micelas
poliméricas de P-123 e F-127

Foram realizados estudos complementares das propriedades de interacdo da AIPcCl com os
sistemas micelares copoliméricos F-127 e P-123, através da observacdo do comportamento de suas
respectivas isotermas ligacdo, variando-se a temperatura dos sistemas em estudo, uma vez que é
conhecida a dependéncia térmica da organizacdo estrutural dos poloxdmeros em meio aquoso
decorrentes de variagdes no numero de agregacdo micelar (Nag) (Alexandridis et al, 1993; Wanka et
al, 1994). Por exemplo, o F-127 sofre uma alteracdo de seu nimero de agregagdo em meio aquoso,
de 37 a 25°C, para aproximadamente 79 a 40°C. Para o P-123, este aumento no numero de
agregacdo varia de 86 a 25°C para 237 a 40°C (Wanka et al, 1994); portanto, o aumento foi de
respectivamente cerca de 2 e 3 vezes para F-127 e P-123, nesta faixa de temperatura. Deve-se
mencionar, que 0 aumento no numero de agregacdo micelar para estes sistemas poliméricos com a
elevacdo de temperatura, pode ser explicado por efeitos entropicos no sistema modulados pelo
processo de desenovelamento e reorganizacdo estrutural das cadeias PEO e PPO dos unimeros do
copolimero. Este desenovelamento, detectado inicialmente com o aumento da temperatura, faz com
que os grupos PEO e PPO em diferentes propor¢oes nos diferentes copolimeros figuem expostos a
solvatacdo por moléculas de &gua da solucdo, situacdo energeticamente desfavoravel em
contrapartida a formacdo da micela polimérica, onde os grupos PPO mais hidrofébicos ficam
“protegidos” desta solvatacdo, fazendo parte do “core” (nucleo) micelar. A tendéncia, deste modo,
é a segregacdo destes grupos de micro-polaridades distintas, por sua vez formando-se as micelas
poliméricas em meio aquoso, no geral, levando a um aumento da entropia do sistema, uma vez que
estes grupos hidrofébicos nas cadeias poliméricas ficariam mais protegidos das moléculas de agua
do que quando desenoveladas (Alexandridis et al, 1994; Guo et al, 2006; Errico et al, 2011).

Portanto, o aumento da temperatura faz com que se verifique um aumento no nimero de
moléculas do copolimero na micela, aumentando-se desta forma o volume da mesma. Por outro
lado, com a diminuicdo da temperatura, 0 nimero de agregacéao dos surfactantes polimericos tende a
diminuir e, consequentemente, o tamanho da micela polimerica também diminui até a temperatura
micelar critica (TMC). Portanto, abaixo da TMC, o copolimero se apresenta praticamente na forma
unimérica em solucdo (Wanka et al, 1994; Roux et al, 2004; Nishiyama e Kataoka, 2006).

Desta forma, este estudo visa complementar a analise da influéncia da temperatura no perfil
de interacdo AIPcCl-micela, resultante de alteragcdes nas propriedades de auto-organizagao micelar
como 0 Nag, Uma vez que as alteragdes no numero de agregacdo dos copolimeros, por sua vez,
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Intensidade (a.u)

afetam diretamente o tamanho e o volume das micelas poliméricas podendo modular a interacao
farmaco-micela (Nishiyama e Kataoka, 2006).

As Figuras 36-a e 36-b apresentam o comportamento das isotermas da AIPcCI (8,0x107
molL?) em funcéo da concentracdo F-127 e P-123 a 40°C, respectivamente, comparando-se com 0s
resultados experimentais obtidos a 25°C estimados no tempo t=0 (espectros coletados

imediatamente apos a adi¢do dos copolimeros, como ja discutido previamente na Figura 28).
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Figura 36. Isotermas de ligacdo da AIPcCl (8,0x107 molL?) na presenca de diferentes
concentracdes de a) [F-127] e b) [P-123] obtidas a 40 °C e 25 °C; pH = 7.0. No insert da Figura 36-a é
apresentado o comportamento das isotermas a 25 °C e a 40 °C na regido de baixas concentragdes de F-127
(<6x10° molL*).

Primeiramente, pode ser observado que os perfis (forma) das isotermas envolvendo a
interacdo AIPcCl/copolimeros com o aumento da temperatura para 40°C, ilustradas nas Figuras 36-
a e 36-b, demonstram pequenas diferencas quando comparadas as isotermas obtidas a 25°C em cada
sistema, diferindo principalmente na variagdo da intensidade de emissdo com o aumento da
temperatura para 0s dois tipos de copolimeros.

Para o sistema AIPcCI/F-127 em baixas concentracfes deste copolimero a 25°C e a 40°C
(insert da Figura 36-a), é observada inicialmente uma queda de pequena magnitude na intensidade
de emissdo da AIPcCI nestas condigdes, mais evidente a 25°C. Como ja discutido previamente
(secédo 4.2), este resultado sugere um efeito primario de auto-agregacdo da AIPcCl observado na

presenca de baixas concentragdes de copolimero (altas razdes [AIPcCI)/[F-127mic]) (Pellosi, 2012).
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No entanto, a partir das menores razbes [AIPcCI)/[F-127mic] no sistema (adicBes
subsequentes de copolimero), verifica-se através da isoterma a 40°C (Figura 36-a), que 0 aumento
da temperatura favorece o aumento da intensidade de emissdo de fluorescéncia da AIlPcCI,
indicando um possivel efeito de desagregacdo da ftalocianina concomitantemente com a sua
associacdo a micela polimérica reestruturada com o aumento da temperatura (Alexandridis, 1993).
Este efeito também pode ser verificado através dos espectros de absorcéo eletrénica da AIPcCl para
este caso (ndo mostrados), que apresentaram um pequeno aumento da absortividade na regido da
banda Qi da AIPcCl (A=677nm) aliada a uma aparente diminui¢do da banda referente a auto-
agregados (A=610 nm) (similarmente ao observado na Figura 29-b, secéo 4.2). Adicionalmente, 0s
espectros de RLS para a AIPcCl em F-127 a 40°C (ndo mostrados) também indicaram (como
anteriormente apresentada na Figura 31, secdo 4.2) dois comportamentos distintos, onde nas mais
baixas concentracdes de F-127 (<2,0x10* molL?) é observado um aumento na intensidade do sinal
de espalhamento atribuido a presenca de auto-agregados da AIPcCl, e posteriormente, nas
concentragdes maiores do copolimero, foi observada a diminuicdo deste sinal indicando um efeito
posterior de desagregacao do FS com a associacdo com um maior nimero de micelas.

Interessantemente, para o sistema AIPcCI/P-123 (Figura 36-b), as intensidades de emissao
de fluorescéncia da AIPcCl em 40°C apresentaram um comportamento oposto ao observado para o
sistema AIPcCI/F-127, ou seja, a intensidade de emissé@o da isoterma para o sistema AIPcCI/P-123 a
40°C foi menor comparativamente as intensidades obtidas a 25°C. Adicionalmente, os espectros de
absorcdo eletronica UV-Vis a 40°C para este sistema (ndo mostrados), apesar de serem semelhantes
(em forma) aos obtidos a 25°C (Figura 29-b secdo 4.3.2), caracteristico de um composto auto-
agregado, apresentaram uma diminuicdo adicional de cerca de 30% na intensidade, principalmente
na absortividade na regido da banda Qi da AIPcCl (A~677nm), evidenciando um aumento na auto-
agregacao da AIPcCl com o aumento da temperatura. Os espectros de RLS para este sistema, por
sua vez, foram semelhantes aos obtidos a 25°C (Figura 30-a e 30-b, secdo 4.3.2), apresentando
aparentemente no minimo dois efeitos no processo de associa¢do AIPcCI/P-123, dependentes da
concentracdo deste copolimero, diferenciando apenas na auséncia da banda de emisséo residual
(A=680nm), relativa a monémeros da AIPcCI (se¢do 4.1), também sugerindo este aumento da auto-
agregacao da AIPcClI na presenca de P-123 com 0 aumento da temperatura.

Os efeitos observados sdo discutidos principalmente em termos da reorganizagéo estrutural
das micelas dos diferentes copolimeros modulando a interacdo do fotossensibilizador com o
aumento da temperatura, bem como, com o mecanismo de associacdo da ftalocianina com estes

sistemas no tempo t=0. Durante o relativo curto intervalo de tempo entre a adicdo do copolimero na
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solugdo aquosa contendo AIPcCI (tempo t=0), este FS provavelmente esta localizado na regido que
compreende o limite entre a cadeia PEO-agua e PEO-PPO, ou seja, na regido interfacial hidrofilica
das micelas poliméricas ou até mesmo na propria regido interfacial hidrofilica micelar (ver item
3.2), ndo havendo tempo suficiente para a estabilizacdo do FS na regido mais interna contendo os
microdominios mais hidrofébicos formados pela reorganizacdo das cadeias PPO nestas micelas. Por
outro lado, considerando a reorganizagdo estrutural dos dois tipos de copolimeros na sua forma
micelar, o comprimento da cadeia PEO hidrofilica do P-123 é cerca de 5 vezes menor em
comparagdo a do F-127, uma vez que o numero de unidades repetitivas PEO no P-123 é de 20,
enquanto no F-127 é 106, apesar dos distintos valores de Nag numa determinada temperatura para 0s
dois casos (Figura 4, se¢do 1.6; Wanka et al, 1994). Como consequéncia, isso faz com que o volume
interfacial e a area superficial da corona hidrofilica da micela polimérica do F-127 sejam maiores
neste copolimero em comparacao ao P-123, apesar do aumento do nimero de agregacdo decorrente
do aumento da temperatura ser maior neste copolimero mais hidrofébico (aumento de 3 e 2 vezes
para 0 P-123 e F-127, respectivamente), nesta faixa de temperatura. (Alexandridis et al, 1993), que
torna o “core” hidrofébico formado pelas cadeias PPO relativamente maior na micela de P-123 em
comparacdo a de F-127.

Deste modo, o maior efeito de auto-agregacdo da AIPcCl no sistema AIPcCI/P-123,
verificadas através do comportamento das isotermas a 40°C no tempo t=0, comparativamente a
25°C é provavelmente atribuido a uma distribuicdo das moléculas do fotossensibilizador em uma
area superficial e volume menores na regido da corona hidrofilica deste copolimero na sua forma
micelar em relacdo a F-127.

De fato, nas menores concentracdes de P-123 adicionadas, com razdo [AIPcCI]/[P-123mic]
em torno de 15:1 (Wanka et al, 1994), ha uma associagdo do composto inclusive na sua forma auto-
agregada com a micela. Com o aumento da concentracdo de P-123, no entanto, a tendéncia é a
ligacdo com redistribuicdo da AIPcCI nas micelas. No entanto, como o volume e a area superficial
da mesma € relativamente menor em comparacdo a micela de F-127 nestas condicOes, seria
observada uma menor desagregacdo do FS (Riess et al, 2003). Adicionalmente, devido a estas
diferencas no tamanho e volume da corona hidrofilica dos dois copolimeros no estado micelizado,
com o0 aumento da temperatura, é possivel que as moléculas de AIPcCI estejam mais proximas entre
si neste copolimero, favorecendo esta maior agregagdo. No F-127, por sua vez, as moléculas do FS
teriam uma menor acessibilidade das moléculas de agua, favorecendo a desagregacdo. De fato,
como mostrado por Zhou e Chu através de estudos envolvendo espalhamento dindmico de luz,
investigando-se 0 microambiente e o processo de micelizacdo de copolimeros, a cadeia PEO dos
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poloxameros € normalmente hidratada por grandes quantidades de agua, devido a ligacdo de
hidrogénio entre o oxigénio dos grupos PEO e o hidrogénio das moléculas de agua e também
devido ao aprisionamento fisico destas no microambiente micelar (Zhou e Chu, 1987; Alexandridis
et al, 1994).

O estudo do processo de interacdo também foi realizado em 15°C, temperatura abaixo da
TMC para ambos os copolimeros em toda faixa de concentragdo utilizada (Riess, 2003). Ou seja,
nesta temperatura as moléculas do copolimero estdo presentes em sua forma unimérica em solucéo
(Nishiyama e Kataoka, 2006). As Figuras 37-a e 37-b apresentam a comparacao entre as isotermas
AIPcCI/F-127 e AIPcCI/P-123 obtidas a 25°C com o perfil de associacdo entre a AIPcCl e os

copolimeros a 15°C (coletados no tempo zero, imediatamente ap6s a adi¢cdo dos copolimeros).
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Figura 37. Isotermas de ligacdo da AIPcCl (8,0x107 molL?) na presenca de diferentes
concentracdes de a) [F-127] e b) [P-123] obtidas ambas a 15 e 25°C, respectivamente; pH = 7,0.

Primeiramente, pode ser observado para o sistema AIPcCl/copolimeros obtidos a 15°C
(Figuras 37-a e 37-b, para F-127 e P-123, respectivamente) que a variacdo da intensidade de
emissdo da ftalocianina em funcdo da concentracdo dos copolimeros ndo representa um
comportamento claro de uma isoterma de ligacdo ou similar, que mostram diferentes etapas de
associacao entre o FS e os copolimeros, dependentes da concentragdo dos mesmos (e/ou razdo
[AlIPcCl]/[copolimeromic]. Pode ser observado através do perfil de associacdo do sistema
AlPcCl/poloxameros a 15°C, uma variacdo pequena de intensidade de emissdo da AIPcCl com o

aumento da concentracdo de ambos copolimeros, relacionada a uma ligacao fraca entre a AIPcCl e
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0s unimeros dos copolimeros em solucdo nesta temperatura mais baixa, diferente do perfil de
associacdo existente entre a AIPcCl e as micelas, uma vez que estas possuem micro-ambientes
hidrofébicos e hidrofilicos definidos, possibilitando que o FS interaja mais significativamente.
Também pode ser observado para o comportamento da AIPcCI/P-123 a 15°C (Figura 37-b),
principalmente nas concentracfes mais elevadas deste copolimero, que a intensidade de emisséo
deste sistema é cerca de 5 vezes maior do que a obtida nas maiores condigdes de concentracdo para
o sistema AIPcCI/F-127. Este fato se deve a uma maior interacdo entre a AIPcCl e os unimeros do
P-123, que possui mais dominios hidrofébicos em relagdo ao F-127 (Chen et al, 2007).

Adicionalmente, os espectros de absorcdo da AIPcCl em ambos os copolimeros a 15°C (nao
mostrados), se mantiveram praticamente inalterados com o0 aumento da concentragdo dos
copolimeros, apresentando um espectro tipico da AIPcCl no seu estado auto-agregado (semelhante a
Figura 29-a, secdo 4.3.2). Adicionalmente os sinais de RLS da AIPcCl a 15°C (ndo mostrados)
apresentaram o sinal de espalhamento referente a auto-agregados da AIPcCl (A~400nm)
independentemente da concentracdo de ambos copolimeros. Estes resultados sugerem que durante a
interacdo fraca da AIPcCl com os unimeros dos copolimeros F-127 e P-123 néo se verifica alteracao
do estado de auto-agregacédo do FS nesta menor temperatura.

Portanto, estes efeitos distintos observados na andlise do perfil de interagdo
AlPcCl/copolimeros em temperaturas acima e abaixo da TMC, evidenciam a interacdo entre a
AIPcCI e os copolimeros € modulada também por alteraces na estrutura do copolimero em solugédo
decorrente de variagfes na temperatura (Su et al, 2001).

Desta forma, uma vez conhecido o perfil de interacdo entre a AIPcCl e os copolimeros a
diferentes temperaturas, através das isotermas de ligacdo, bem como os estudos relacionados a
cinética de interacdo AlIPcCl/copolimeros, prosseguiu-se com os estudos de preparacdo formulacbes
da AIPcCI nestes copolimeros através de procedimentos de encapsulamento, que sera discutida na
proxima secao.

4.4. Encapsulamento da AIPcCI nos sistemas micro-heterogéneos constituidos de micelas

poliméricas de P-123 e F-127: Estudos das propriedades fisico-quimicas

Os estudos fisico-quimicos prévios relacionados a ligacao, envolvendo isotermas de ligacéo,
e cinética de incorporacao/auto-agregacédo entre a AIPcCl e os copolimeros (secdo 4.3) forneceram
subsidios para uma maior compreensdo do processo de solubilizacdo da AIPcCI nestes sistemas,
bem como das propriedades fisico-quimicas dos formulados preparados. Os estudos prévios (se¢ao

4.3) mostraram um perfil de interacdo complexo entre a AIPcCI e estes sistemas, provavelmente
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envolvendo diferentes formas auto-agregadas, dependentes da concentracdo do copolimero no
sistema, além de um efeito temporal de associacdo e estabilizagdo do FS no sistema micelar
copolimérico (ver secbes 4.3.2 e 4.3.3). Desta forma prosseguiu-se com os estudos envolvendo
inicialmente o encapsulamento da AIPcCl nestes copolimeros utilizando uma metodologia
especifica (Aparicio, 2011), visando a solubilizacdo da mesma numa forma preferencialmente
desagregada nestes sistemas.

Primeiramente, tentou-se realizar adices diretas de AIPcCI (3,5x10° molL™t) em soluges ja
preparadas de copolimeros (4% m/V; 3,1x10° e 7,0x10° molL?! para F-127 e P-123,
respectivamente, resultando em uma razdo [AIPcCl]/[copolimeromic] de aproximadamente 0,1, ou
seja, com a presenca de 10 micelas de cada tipo de poloxamero por molécula de AIPcCl (Wanka et
al, 1994). No entanto, mesmo deixando o sistema submetido a agitacdo por até 10 horas a 60°C, ndo
observou-se uma solubilizacdo eficiente e homogénea da AIPcCI, incluindo-se a presenca dos
efeitos significativos de auto-agregacdo do fotossensibilizador, observados através da andlise dos
espectros de absorcgéo eletronica obtidos para estes formulados (ndo mostrados), mesmo nesta baixa
razdo [AIPcCl]/[copolimeromic]. Desta forma, procedeu-se com a tentativa de solubilizagdo da
AIPcCI utilizando-se do método de dispersdo sélida (secdo 3.2.5.1; Zhang et al., 1996; Aparicio,
2011). Os formulados obtidos através desta técnica algumas vezes mencionados neste trabalho
como sistemas encapsulados ftalocianina-copolimero, mostraram que a AlIPcCI foi solubilizada de
uma forma mais homogénea, principalmente para um dos copolimeros como serd discutido adiante.

Considerando a baixissima solubilidade da AIPcCl em meio aquoso e sua deposi¢do no
fundo dos tubos de preparacdo, para a constatacdo da incorporacao da AIPcCl nos copolimeros sem
a existéncia de regifes de separacdo de fase, realizou-se a medida dos espectros de absorcao
eletronica deste FS em solugdes pertencentes as trés regides do tubo de ensaio (ver Figura 8; secdo
3.2.5.1), para todos formulados preparados. Estes espectros (ndo apresentados) mostraram uma
similaridade na forma e intensidade nas trés regides analizadas para um determinado formulado,
evidenciando o encapsulamento da AIPcCl com o mesmo estado agregacional. As caracteristicas
macroscopicas do formulado, os perfis espectrais, bem como a estabilidade da AIPcCI nestes

copolimeros serdo discutidas nas proximas segoes.

4.4.1. Determinacdo do coeficiente de absortividade molar (g) da AIPcCl encapsulada

em micelas poliméricas de P-123 e F-127
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Previamente aos estudos de solubilidade e/ou capacidade de incorporacdo da AIPcCI nas
micelas poliméricas, fez-se necessaria a determinacao do coeficiente de absortividade molar (g) da
AIPcCI nestes copolimeros para quantificagdo nos estudos de solubilizacdo, uma vez que estes
dados n&o constam na literatura e, desta forma, ndo se tem certeza de sua variagdo em comparagao
aos valores de ¢ obtidos anteriormente em outros solventes (DMSO, acetona e etanol; se¢édo 4.1).
Para determinacdo do ¢ da AIPcCI encapsulada nos copolimeros P-123 e F-127, partiu-se para a
incorporacdo do FS nos mesmos através do método de dispersao solida (ver secdo 3.2.5.1; Zhang et
al., 1996; Aparicio, 2011). Para isso, utilizou-se de uma massa pequena de fotossensibilizador
(5x107°g), resultando em uma concentragio final de AIPcCI de 3,5x10° molL™ em P-123 4%
(7,010 molL?) - solugdo com razdo [AIPcCI])/[P-123mic]=0,1, portanto com aproximadamente 10
micelas de P-123 por molécula de AIPcCI, considerando o valor de Nag = 222 a 30°C (Wanka et al,
1994). O fator determinante na escolha da concentracdo de AIPcCI foi a obtencdo de uma amostra
com uma menor razao [AIPcCI]/[P-123mic] (maior numero de micelas por molécula de AIPcCI) a
fim de obter o composto desagregado, conforme verificado nos estudos prévios de cinética de
incorporacdo (secdo 4.2), que mostraram uma aparente maior estabilizacdo da AIPcCl em P-123
quanto menor a razdo [AIPcCI]/[P-123mic], ou maior concentracdo deste copolimero (se¢édo 4.2).
Adicionalmente, a absorvancia da AIPcCl na sua principal banda de absorcdo (Qui) nesta
concentracdo, possibilita a realizacdo de diversas diluicdes no intervalo de absorvancia aonde a Lei
de Lambert Beer é mais confiavel (0,8-0,2), diminuindo-se assim 0s erros experimentais associados
a medida (Valeur, 2002).

Para a determinacdo do &, utilizou-se do mesmo procedimento descrito em meio homogéneo
(ver secéo 4.1), efetuando-se diversas diluicdes a partir da solugéo inicial de AIPcCI encapsulada
com uma solugdo aquosa de P-123 4% (m/V)(7,0x10° molL™). Os espectros de emissdo de
fluorescéncia e RLS também foram obtidos em cada diluicdo, a fim de se verificar a faixa de
concentracdo na qual a AIPcCI estaria a principio desagregada, como discutido anteriormente
(secdo 4.1). Na Figura 38 sé@o apresentados 0s espectros de absorcao eletronica utilizados para a
determinacdo dos principais valores de ¢ da AIPcCl encapsulada em P-123 através da Lei de

Lambert Beer.
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Figura 38. Espectros de absorcéo eletronica de solucbes obtidas por diluigdes da AIPcCl (3,5-
0,3x10 molL™?) encapsulada em P-123 4% (m/V) (7,0x10 molL™), T= 30°C e pH = 7,0.

Observa-se primeiramente, através da andlise da Figura 38, que houve o encapsulamento
eficiente da AIPcCIl na sua forma monomerizada nestas condicdes de baixa concentracdo de
fotossensibilizador encapsulado (resultando em pequenas razdes [AIPcCI]/[P-123mic]), apresentando
um espectro semelhante ao obtido em etanol (Figura 10; secdo 4.1). Adicionalmente, pode ser
verificado que ndo ha mudancas significativas no perfil dos espectros de absorcdo da AIPcCl com a
sua concentracdo. No entanto, constatou-se um deslocamento do comprimento de onda de maxima
absorcdo com relacdo aos espectros da AIPcCI obtidos em etanol para as principais bandas deste
fotossensibilizador encapsulado (Figura 10, secdo 4.1). A principal banda da AIPcCl no ambiente
micelar (Qii), por exemplo, sofreu um deslocamento batocromico de 6 nm em comparacdo a em
etanol (Amaxeton=672 NM e Amaxp-123=678 nm). Nas outras bandas Q a tendéncia de deslocamento foi
a mesma. Do mesmo modo, os espectros de emissdo de fluorescéncia da AIPcCl encapsulada em P-
123 também mostraram um deslocamento de aproximadamente 6 nm do comprimento de onda de

méaxima emissdo em comparagao ao etanol, como sera discutido posteriormente.
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O deslocamento batocromico do comprimento de onda de maxima absor¢do de determinado
cromoforo ocorre porgue a energia entre os dois estados envolvidos nas transi¢cfes n—mn*, quando
um cromdéforo passa de um meio mais apolar para polar diminuem, sendo que a diminuicdo no
estado ©* € mais acentuada, por interacdo mais significativa entre este estado e as moléculas do
solvente (Silverstein et al, 1994; Novaki e Soud, 1997; Caetano, 2001; Damasceno, 2009). Isto
sugere, portanto, que o micro-ambiente que a AIPcCI se encontra na micela polimérica de P-123
possui uma maior polaridade do que o observado em etanol.

Na Figura 39, por sua vez, estdo apresentados os graficos de intensidade de absorcao versus

concentracdo de AIPcCI utilizados para a determinacéo do valor de «.
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Figura 39. Graficos de absorvancia versus [AIPcCI] para a banda Soret a) e bandas Q (c-e) da

AIPcCI solubilizada no copolimero micelar P-123.
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Os valores do coeficiente de absortividade molar (g) da AIPcCI encapsulada foram obtidos
atraves do coeficiente angular da reta do grafico de absorvancia versus concentracdo de AlPcClI,
utilizando-se da Lei de Lambert Beer (equacdo 2; secdo 3.2.1), respeitando-se a faixa de
concentragdo onde o mesmo estaria aparentemente desagregado. Para delimitar essa regido de
concentracgdo, utilizou-se complementarmente da técnica de fluorescéncia e RLS. Os espectros de
emissao de fluorescéncia da AIPcCl encapsulada em P-123 em diferentes concentracfes de AlPcCI,
bem como os graficos de intensidade de emissdo versus [AIPcCI], monitorados no comprimento de

onda de maxima emissao (Amax=686nm), estdo apresentados na Figura 40.
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Figura 40. a) Espectros de emisséo da AIPcCl (variando entre 3,5-0,3x10° molL™) encapsulada em
P-123 4% (m/V) a 30 °C, pH = 7,0 e Aexc=604nm. b) Grafico da intensidade de emissdo (Amsx = 686 nm)
versus [AIPcCI].

Primeiramente, observa-se através dos espectros de emissdo AIPcCl em diferentes
concentracbes de P-123, que o perfil espectral ¢ semelhante ao observado para a AlPcClI
monomerizada em etanol (Figura 10, secdo 4.1), apenas com deslocamento de 6 nm do
comprimento de onda de maximo de emissdo em relacdo ao etanol (AemetoH=680NM e Aemp-
123=686nm),

Adicionalmente, pode ser observado uma pequena mudanga no comprimento de onda de maxima

devido a mudanca da micro-polaridade do meio (Lakowics et al, 1999).

emissdo da AIPcCl encapsulada em P-123, através das dilui¢cBes consecutivas da solugdo inicial do
copolimero (Aem=686nm > Aem=684nm), provavelmente devido a uma reorganizacao estrutural das

espécies inicialmente auto-agregadas do fotossensibilizador em concentracGes maiores do mesmo.
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Na Figura 40-b, por sua vez, verifica-se uma relacdo linear entre a intensidade de emissao e
a concentracdo de AIPcCI até aproximadamente 1,2x10° molL™. A partir desta concentragio tém-se
0 inicio do desvio desta linearidade que, como observado e discutido anteriormente na segéo 4.1,
indica a formac&o de auto-agregados da AIPcCI.

A presenca de espécies auto-agregadas da AIPcCl em P-123 foi monitorada através da
técnica de RLS, cujos espectros sdo apresentados na Figura 41 para as mesmas razoes
concentragdes de AlPcClI da Figura 38.
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Figura 41. Espectros de RLS da AIPcCI (0,3-3,5x10° molL?) incorporada em micelas poliméricas
de P-123 obtidos através de diluicdes de uma solucéo estoque de AIPcCl em P-123 4% (m/V; 7,0x10° molL-
1 e razdo [AIPcCI]/[P-123mic] inicial = 0,1) a 30°C, pH = 7,0 (AA = 0).

Através da analise dos sinais de RLS da AIPcCI em diferentes concentracdes encapsulada
em P-123, apresentados na Figura 41, primeiramente observa-se a presenca de uma banda em
A=686 nm, atribuido a emissdo residual da AIPcCIl. Um sinal de espalhamento na regido de 400 nm,
anteriormente atribuido a espécies auto-agregadas de AIPcCI (ver secdo 3.2.4), tambeém pode ser
observado, apesar da intensidade ser relativamente baixa. Este sinal diminui com a diluicdo da
AIPcCI e desaparece em concentragdes abaixo de 1,2x10° molL?, interessantemente na regido de
concentragdo a partir da qual h& o inicio do desvio da relagdo linear entre a intensidade de emissdo
e a concentracdo da AIPcCI, detectados atraves da analise dos espectros de emissao de fluorescéncia
(Figura 40-b), desta forma confirmando a regido vélida para a determinagdo de e. Acredita-se,
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portanto, que na faixa de concentracio abaixo de 1,2x10° molL* a AIPcCI estaria a principio na
forma monomérica, uma vez que os valores de ¢ foram obtidos abaixo desta regido de concentracao.
Os valores de ¢ obtidos para a AIPcCI encapsulada em P-123, por sua vez, estdo apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5. Coeficientes de absortividade molar (¢) para as principais bandas de absorc¢ao da
AIPcCI encapsulada em P-123 4% (m/V) a 30°C.

Banda A (nm) £ (10° mol*cm?)
Soret 343 0,7 +0,1

Qi 611 0,5+0,1

Qu 639 0,7+0,1

Qi 678 1,8+0,1

Atraveés da Tabela 6, pode ser observado que os valores de ¢ da AIPcCl encapsulada em P-
123 sdo em média 10% menores que os obtidos em etanol em todas as bandas (ver segdo 4.1),
dentro das incertezas.

De modo semelhante ao realizado com a AIPcCl encapsulada em P-123, procedeu-se com a
determinacdo do ¢ da AIPcCIl encapsulada em F-127. A massa de AIPcCl utilizada para a
incorporacéo foi de 5,0x107°g, resultando em uma concentracéo final de AIPcCI de 3,5x10° molL*
levando a uma solucdo com razdo [AIPcCI)/[F-127mic]= 0,05, portanto com aproximadamente 20
micelas de F-127 por molécula de AIPcCI [considerando Nag= 67 a 30°C; (Wanka et al, 1994)], ou
seja, uma concentracdo de FS relativamente baixa com o objetivo de se ter certeza da incorporacéo
total deste FS nas micelas poliméricas. Adicionalmente, pode ser observado que a razdo
[AlIPcCl]/[copolimeromic] utilizada no formulado da AIPcCl em F-127 ([AIPcCI]/[F-127mic]=0,05)
foi menor do que a do sistema utilizado em P-123 ([AIPcCI/[P-123]mic=0,1), uma vez que a AlPcCl
possui uma menor interacdo com este copolimero mais hidrofilico (F-127), como investigado
anteriormente na segéo 4.2).

A Figura 42 apresenta o espectro de absorcdo da AIPcCl encapsulada em F-127 em

comparagédo ao obtido a etanol a 30°C.
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Figura 42. Espectros de absorcdo normalizadas da AIPcCl (3,0x10° molL?) em etanol e AlPcCI
(3,010 molL?) encapsulada em F-127 4% (m/V)(3,2x10° molL™) a 30°C, pH =7,0.

Através da Figura 42, pode ser observado que o espectro de absorcdo da AIPcCl encapsulada
em F-127 apresenta um pequeno aumento da linha base e, comparativamente ao espectro da AlPcCl
em etanol, ndo se verifica a presenca da principal banda Q da AIPcCI (Qui, Amaxeton=672nm) bem
como a Qu e Qu, referentes as transi¢des vibracionais deste FS, que em etanol estdo localizadas em
641 e em 606 nm, respectivamente (Figura 10; secdo 4.1). Por sua vez verifica-se apenas a presenca
de uma unica banda alargada com méaximo em torno de 646 nm.

Também pode ser verificado na Figura 42 que o espectro de absorcdo da AIlPcCI
encapsulada em F-127 possui uma menor intensidade do que o obtido em etanol. Adicionalmente,
deve ser mencionado que este perfil espectral permanece mesmo com as diluicdes com a solucdo de
F-127 (branco) no experimento.

Estes resultados fornecem fortes indicios de que a AIPcCl se incorpora as micelas de F-127
num estado com maior auto-agregagdo, mesmo nesta baixa razdo [AIPcCI]/[F-127mic] (Lavorel,
1957; West e Pearce, 1965; Arbeloa e Ojeda 1992; Brown e col. 1976; Karns e col 1979; Micali e
col; 1998 e Hioka e col. 2002). Outro fator que evidencia esta auto-agregagdo é a intensidade de
emissdo extremamente baixa (proxima a zero) da AIPcCl apresentada quando comparada a
formulados deste FS encapsulada em P-123, uma vez que, como ja discutido anteriormente, auto-
agregados nao emitem fluorescéncia, pois a energia dos seus estados excitados € suprimida
(Margalit e col. 1983; Khairutdinov e Serpone, 1999 e Simplicio e col. 2004). Os sinais de RLS
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para formulados da AIPcCl encapsulada em F-127 (ndo mostrados), por sua vez, também
evidenciam esta auto-agregacéo, apresentando um intenso sinal elevado de espalhamento na regido
de 400 nm, quando comparados a Figura 41, atribuida a formas auto-agregadas deste FS.
Adicionalmente, o valor de ¢ obtido para a principal banda de absorcdo da AIPcCI neste
copolimero mostrou-se extremamente menor (essenm= 81x10° Lmol*cm™) do que o obtido em
etanol ou encapsulada em P-123 para a banda Qui da AIPcCI [es72nm= 205x10° Lmolcm™ em
etanol (secdo 4.1) e es78nm=180x10° Lmol*cm™ em P-123] evidenciando a incorporacdo na forma
auto-agregada neste copolimero. Esta auto-agregacdo pode fazer com que haja flutuagdes na
intensidade de absorvancia da AIPcCl, alem de ndo se influir ao certo sobre seu estado de
organizacdo molecular, de modo que o valor de ¢ obtido neste sistema né&o pode ser utilizado para a

quantificacdo do FS encapsulado neste sistema.

4.4.2. Determinacio do rendimento quantico de fluorescéncia (®r) AIPcCI nas micelas

poliméricas

Apos a preparagdo e caracterizacdo dos formulados da AIPcCl encapsulada nos copolimeros
P-123 e F-127, partiu-se para a determinagdo do rendimento quéntico de fluorescéncia da AlPcCI
encapsulada nestes sistemas. O rendimento quéantico de fluorescéncia é uma propriedade
espectroscopica importante do estado singlete, que depende da interacdo entre o FS com o micro-
ambiente micelar. Inclusive, tem-se mostrado em estudos envolvendo a interagdo de porfirinas com
DNA e também com sistemas micelares usuais, que ha um aumento no ®f com 0 aumento da
concentracdo de micelas no meio, indicando um aumento da ligacdo das porfirinas nos sistemas
estudados (Krieg, 1992; de Paoli ei al, 2002; Chauke, 2008).

Devido ao fato ja mencionado de que a AIPcCl incorpora-se em F-127 na sua forma auto-
agregada, néo foi possivel a sua obteng¢do de @+ neste copolimero, uma vez que é conhecido que a
auto-agregacdo diminui consideravelmente as propriedades fotofisicas dos FS, como o tempo de
vida de emissdo de fluorescéncia e o rendimento quantico de oxigénio singlete (Fakis et al, 2006).
Inclusive, como mencionado anteriormente, os formulados da AIPcCl encapsulada em F-127
apresentaram espectros de emissdo com intensidade extremamente baixa (proxima a zero), levando
a acreditar que o rendimento quantico do FS neste sistema seja desprezivel.

Para a determinacdo do @f da AIPcCl em P-123, por sua vez, utilizou-se da metodologia
descrita no item 3.2.5.2-b, utilizando-se da AIPcCl em etanol como padrdo (®=0,41)(se¢éo 4.1.2).

A concentracdo da AIPcCI utilizada foi de 2,6x10° molL? em P-123 8% (m/V)(1,3x102 molL™)
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resultando em uma solucdo com razéo [AIPcCI]/[P-123mic] de 0,04, portanto com aproximadamente
20 micelas poliméricas por molécula de AIPcCI, considerando Nag=222 a 30°C (Wanka et al, 1994).
Esta baixa concentracdo de AIPcCl e elevada concentracdo do copolimero foram utilizadas de modo
a garantir a presenca do FS totalmente monomerizado nestas condicdes.

O rendimento quéntico de fluorescéncia obtido para a AIPcCI incorporada em micelas
poliméricas de P-123 foi 0,43. Este valor se mostrou proximo ao obtido em etanol (0,41; secdo
4.1.2) e maior do que o observado para a AIPcCl encapsulada em outros sistemas carregadores,
como em [-ciclodextrina (®¢=0,38) (Silva, 2010), hidroxi-propil-beta-ciclodextrina (HP-BCD;
®¢=0,10) (Silva, 2010) e em lipossomos constituidos de fosfatidilcolina de ovo (®+=0,35)(Barbugli,
2010).

Adicionalmente partiu-se para a determinacdo do rendimento quantico de oxigénio singlete

(¢1oz ) da AIPcCI encapsulada em P-123 e F-127 utilizando-se da metodologia que envolve a foto-

oxidacdo do AU via 1O;, descrita no item 3.2.3-b, porém esta determinagdo é complicada, devido a
uma diferenca de localizacdo entre o oxigénio singlete e o acido Urico. Esta diferenca de localizagdo
ocorre porgue o oxigénio singlete € formado internamente a micela apds a foto excitacdo do FS
encapsulado, enquanto o &cido Urico se localiza na regido externa da mesma, ou seja, esta molécula
ndo sofreria oxidagdo via 'O, uma vez que ndo haveria encontro entre estas espécies.
Adicionalmente, o curto tempo de vida do oxigénio singlete ndo permite que o mesmo alcance
regifes externas a micela. Estes fatores resultariam em valores baixos ou até mesmo negativos do
rendimento quéantico de oxigénio singlete (Rabello et al 2012).

Também deve ser citado que o tempo de vida do 'O, e a distancia até atingir o AU
dependem diretamente da localizacdo dos compostos na micela polimérica. Desta forma, devido a
complexidade deste sistema solubilizador, € complicado se confiar em valores que possam ser

utilizados como padréo para estas medidas (Rabello et al, 2012).

4.5. Caracteristicas espectroscopicas e estabilidade da AIPcCl encapsulada nas micelas
poliméricas de F-127 e P-123

Apobs a determinacdo dos valores de ¢ e do ®¢ da AIPcCI encapsulada em P-123, e das
dificuldades encontradas na determinacéo destes valores em F-127 (item 4.4.1) - devido a um efeito

maior de auto-agregacdo do FS verificado neste copolimero - prosseguiu-se com 0s estudos de
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solubilizacdo para se determinar as razdes de maxima incorporagdo do fotossensibilizador com a
concentragdo e o tipo de poloxamero.

Deste modo, com o intuito de se obter informacdes acerca da solubilidade e possiveis
informacdes sobre a estabilidade e mudancas na organizacéo estrutural da AIPcCl e sua dependéncia
com a razao [AIPcCI]/[copolimeromic] (ou concentracdo de copolimero), foram feitas incorporagdes
de diversas concentracfes molares do fotossensibilizador (com a massa variando entre 0,1 e 1,7
mg) nos formulados cujas concentracdes de copolimeros variaram entre 0,39 — 6,8mM para F-127, e
0,86 — 13,2 mM para P-123 (equivalentes a 0,5,2,4 e 8%; m/V nos dois casos — Figuras 43 a 49),
com o intuito de se avaliar a dependéncia da solubilizagcdo da AIPcCI decorrente do aumento da
concentragdo dos mesmos (Zheng et al, 2009). Estas condi¢es possibilitaram a obtencdo de
formulados com diferentes graus de incorporacdo da AIPcCI, resultando em diferentes razdes
[AIPcCI]/[copolimeromic], que variaram de 0,01x107 a 5.0 considerando a principio o0 niimero de
agregacdo do F-127 e P-123 como sendo 67 e 222 a 30°C (Wanka et al, 1994).

4.5.1. Estudo espectroscépico da AIPcCl encapsulada nos copolimeros P-123 e F-127:

dependéncia da estabilidade e grau de liberacédo com a razéo [AIPcCI]/[Copolimeromic]

Inicialmente, sdo apresentados nas Figuras 43-46 (pagina 92-95) os espectros de absorcao
eletrdnica da AIPcCI encapsulada em P-123, os quais foram monitorados por varios dias em trés
formulados preparados com diferentes massas de FS e concentracdes deste copolimero (diferentes
razdes [AIPCCI]/[P-123nmic]).

Primeiramente, pode ser observado que os formulados da AlIPcCl encapsulada em P-123 0,5%
(Figura 43) apresentaram espectros com acentuado alargamento das principais bandas de absorcéo,
bem como aumento da linha base. Por exemplo, na Figura 43-a ndo se observa as principais bandas
de absorcdo da AIPcCI localizadas em 606,641 e 672 nm (bandas Qi,Qu e Qui, respectivamente —
Figura 10) verificadas em meio homogéneo.
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Figura 43. Espectros de absorcdo UV-Vis da AIPcCl em diferentes concentracdes e razdo [AIPcCI)/[P-123nmi] formulada em P-123 0,5% m/V (8,6x10** molL™), pH = 7,0. As

Figuras 4d-f apresentam os perfis cinéticos de liberacdo da AIPcCl monitorados na regido da banda Qi (677 nm). A direcdo das setas indicam a queda da absorvancia para o0s

formulados com o decorrer do tempo, relativo a liberacdo da AIPcCl do interior da micela.
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Por sua vez, verifica-se que os espectros de absorcdo eletrénica da AIPcCl encapsulada em P-
123 de 0,5% apresentam apenas duas bandas alargadas com comprimento de onda maximo na
regido de 600-700nm. A banda Soret sofre uma distor¢do consideravel, apresentando um pico de
maior absorcdo por volta de 404 nm. Com o aumento na razdo [AIPcCI]/[P-123mic] de 1,7 a 8,6
(Figura 43-a-c), os picos das bandas alargadas se deslocam para o azul em 350 e 590 nm,

respectivamente.

Acompanhando-se o perfil da estabilidade da AIPcCI solubilizada nos formulados, por sua
vez, verifica-se (Figura 43-d-f) uma variacdo da estabilidade do FS com o passar do tempo, também
verificado através da diminuicdo da intensidade da absorcéo que tende a cair para zero entre 25-30
dias aproximadamente, sem mudanca significativa no perfil espectral da AIPcCI. Esta variagdo
temporal esta relacionada com a liberacdo de diferentes tipos de auto-agregados de ftalocianina no
meio aquoso, ndo sendo possivel estabelecer uma correlacdo direta com modelos cinéticos usuais de
liberagdo, como os de ordem zero, primeira e segunda ordem, modelo de Baker- Lonsdale (que
comumente € utilizado como modelo de liberagdo de diversos tipos de drogas, principalmente em
formulacbes a base de microcapsulas e micro-esferas), Higuchi (usado em sistemas que se utilizam
de sistemas bio-transportadores de diferentes tamanhos e caracteristicas, inclusive em formulados
com micelas poliméricas) e etc (Dash et al, 2010). A falta de correlacdo deve-se provavelmente a
complexidade estrutural destes agregados aliados as variagdes do € dos mesmos durante a sua
reorganizacdo no “core” micelar e no meio aquoso, simultaneamente. No entanto é possivel
qualitativamente em cada caso, ao menos descrever relativamente os perfis (tendéncia) de liberacédo
destes multi-agregados versus razdo [AIPcCl]/[copolimeromic]. Provavelmente, para obter-se
informacdes complementares acerca do real perfil de liberacdo da AIPcCI encapsulada em P-123
seria necessario um estudo utilizando uma metodologia complementar, por exemplo, envolvendo

cromatografia ou outra técnica, atraveés de um método previamente validado.

Com o0 aumento da concentragdo de P-123 para 2% (Figura 44), por sua vez, observa-se,
principalmente para as menores razées [AIPcCI]/[P-123mic], 0 aparecimento de um pico sobre uma
banda mais alargada por volta de 680 nm. Com o decorrer do tempo, por sua vez, o perfil espectral
da AIPcCI se torna semelhante ao verificado no estado monomerico, apresentando a banda Qui e Qu
em 678 e 640 nm, respectivamente, bem como a banda Soret menos alargada em 353 nm, com uma
recuperacdo mais visivel da linha base (Figuras 44-a e 44-b). O perfil de variacdo da estabilidade
curiosamente sofre uma mudanca em comparacdo ao observado na Figura 43-d-f para os formulados
da AlIPcCI encapsulada em P-123 0,5%, apresentando em 2% uma rapida diminuicdo da absorvancia

da AIPcCl até os 5 primeiros dias de monitoramento. Apos este periodo e verificada uma
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estabilizacdo do sistema caracterizado por pequenas variacdes na absorvancia, quando o perfil

espectral da ftalocianina se assemelha ao estado monomeérico (a partir de 10-15 dias em média).

Para os formulados da AIPcCl em P-123 4% (Figura 45-a e 45-b), verifica-se 0 aparecimento
da banda adicional Q; (Am&x=611nm), anteriormente ndo evidente nos formulados contendo 0,5 e 2%
deste copolimero (Figuras 43 e 44, respectivamente). A banda Soret, por outro lado, também se
torna mais definida. Observando-se a variacdo da estabilidade destes formulados (Figuras 44-d e 44-
e), pode ser observado uma liberacdo relativamente rapida da AIPcCl até os 2 primeiros dias,

seguida por uma estabilizacdo do sistema a partir de 5 dias.

Por sua vez, analisando-se os formulados da AIPcCl encapsulada em P-123 8% (Figuras 46-a
e 46-b), observa-se que o perfil espectral da AIPcCl apresenta caracteristicas da espécie em um
maior grau de desagregacdo nas duas menores concentracdes de AIPcCl (0,8 e 1,4x10° molL™),
semelhante ao observado em etanol (Figura 10; secdo 4.1). Ou seja, estes espectros mostram a
intensa banda Qu da AIPcCl em 678 nm bem como da Qi, Qu e Soret em 611, 639 e 343 nm,

respectivamente sem alargamento de banda ou aumento da linha base.

Adicionalmente, o perfil cinético de liberacdo dos formulados com a AIPcCl monomerizada
em P-123 8% (Figura 46-d e 46-e, respectivamente) mostram um comportamento envolvendo
pequena variacdo da absorvancia com o passar dos dias (com queda de menos de 10% da
absorvancia inicial em 30 dias). De modo geral, observando-se a estabilidade para os formulados
apresentados (Figura 46-d e 46-e) chega-se a conclusdo que quanto mais monomerizada a AlPcCl
estiver, o grau de liberacdo é menor e maior é a estabilidade da AIPcCl na forma monomerizada,
uma vez que o custo energético para a estabilizacdo dos multi-agregados de natureza hidrofobica na
regido hidrofilica micelar € maior que na forma monomerizada. Para reforcar esta hipotese, verifica-
se que no formulado da Figura 46-f, onde a AIPcClI se encontra em seu estado auto-agregado (razao
[AIPcCI]/[P-123mic]>1,5), novamente a desestabilizagdo envolve uma considerdvel variagdo da
absorvancia. De fato, embora nas Figuras 46-d e 46-e o perfil de liberacdo seja diferente da
sequencia explicada anteriormente, na verdade a queda da absorvancia da AIPcCI é infima (46-a e
46-b, respectivamente) mostrando que a AIPcCl se encontra mais estabilizada na forma
monomerizada e a liberacdo da ftalocianina da micela polimérica ocorre em um menor grau que nas

demais porcentagens de P-123.

Vale a pena mencionar, por sua vez, que a razdo [AIPcCI]/[P-123mic]<1,5, no qual geralmente
tem-se um perfil espectral mais semelhante ao da AIPcCl no estado monomerizado, é justamente

quando se tem a maior probabilidade de se encontrar uma Unica molécula do FS por micela
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polimérica. Acima desta condicéo, a probabilidade de se encontrar mais de uma molécula do FS por
micela polimérica é maior, aumentando-se a probabilidade de auto-agregacdo, como representado
pela Figura 47.

a) Razio [APcCIY[P-123mic] < 1 Razio [AIPCCIY[P-123mic] >1

Figura 47. Representacdo esquematica da AIPcCl encapsulada em P-123 a 30°C. O ndmero de
mondmeros da AIPcCl no micro ambiente micelar pode variar de 1 (AlPcCl desagregada) a n>1 (AlIPcCl
encapsulada na forma auto-agregada: formacgdo de dimeros, trimeros e etc). Na Figura ha a representagdo

apenas de auto-agregados diméricos.

Analizando-se novamente os perfis espectrais das Figuras 43 a 46, através das observagdes
dos deslocamentos dos picos de maxima absorcdo da AIPcCl para menores comprimentos de onda
nos formulados com menores concentracbes de P-123 (Figura 43-a-c), verifica-se que os auto-
agregados que sdo formados no sistema AIPcCI/P-123 podem ser do tipo H (ver Figura 21). Outro
fator que indica claramente a presenca de espécies auto-agregadas no meio em estudo é a presenca
de bandas alargadas (Karns et al, 1979; Sakibara et al, 2001; Liu et al, 2007). Com o aumento da
concentracdo do copolimero, por sua vez hd a desagregacdo da ftalocianina, principalmente
evidenciada através da recuperacdo da forma das bandas originais da mesma na forma
monomerizada.

Consequentemente, comparando-se o perfil espectral da AIPcCl em alguns formulados com
razbes [AIPCcCI)/[P-123mic] semelhantes, mas com diferentes concentragdes do copolimero,
verificam-se diferentes perfis espectrais do FS. Por exemplo, os formulados da AlIPcCl 1,8x10°
molL* em P-123 2% (Figura 44-a) e AIPcCl 1,4x10° molL* em P-123 8% (Figura 46-b) possuem a
mesma razédo [AIPcCI]/[P-123mic] (0,8), no entanto o espectro da ftalocianina encapsulada em 8% ¢é

mais definido e apresenta um menor grau de agregacdo. Fica claro, portanto, através da analise
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destes resultados, que a concentracdo de P-123 modula a interacdo entre a AIPcCl e a micela
polimérica formada por este copolimero, no qual para a razdo [AIPcCI]/[P-123mic] <1,5.

Portanto, o aumento na desagregacdo da AIPcCl observado com a concentracdo de P-123 pode
estar associado a um efeito de aumento do nimero de agregacdo dos surfactantes poliméricos com a
sua concentragdo, fato anteriormente ndo levado em consideracdo neste trabalho. A literatura
diverge consideravelmente em se tratando do efeito da concentragdo dos copolimeros no nimero de
agregacdo dos mesmos, inclusive alguns autores defendem que Nag ndo possui uma dependéncia
com a concentracdo (Wanka et al, 1994 e Alexandridis e Hatton, 1995). Lam e Grigorieff, por sua
vez, em estudos envolvendo a utilizagdo de calculos computacionais via simulacdo molecular
através do programa Synthia, que se utiliza de correlacdes pré-definidas para avaliar propriedades
de polimeros (como tamanho, disposicdo no espaco, bem como parametros termodindmicos)
mostraram que 0 Nag do F-127, como um exemplo, aumenta cerca de 6 vezes na concentracdo de
10% (m/V) em comparagédo a concentragdes menores que 5% (Nag=18 para 5% e 108 para 10% de
solucdo de F-127 - Lam et al, 1999; Shiraishi et al, 2010). Associado ao aumento do numero de
agregacao também ha um aumento de aproximadamente 2 vezes no “core” micelar (6,0 a 3% e 10,8
nm a 10% - Lam et al, 1999).

Ruthstein, utilizando-se da técnica espectroscépica Double Electron Electron Resonance
(DEER), cujo principio basico da técnica envolve a medida da interacdo entre spins de elétrons a
curta distancia (1,5 a 7 nm), objetivando-se determinar algumas propriedades estruturais dos
copolimeros como tamanho e nimero de agregacdo das micelas, também foi verificado o aumento
do Nag micelar com a concentracdo dos copolimeros. Por exemplo, um Nag de 60 foi determinado
para 0 P-123 a 3% (5,7x10° molL!) e 128 a 6% (1,0x10°2 molL™), um aumento relativo de cerca de
2 vezes do Nag com o aumento da concentragdo do copolimero. Para o F-127, por sua vez, 0 Nag
varia de 17 a 3% (2,4x10° molL™) para 59 a 7,5% (5,9x107 molL™), um aumento portanto de 3,5
(Ruthstein, 2007). Ou seja, o aumento no Nag micelar do F-127 com o aumento da concentragéo
deste copolimero é maior em comparacdo ao P-123. Adicionalmente, estes estudos também
mostraram um aumento do raio do “core” micelar do copolimero P-123 de 9,1 nm a 3% para 11,7
nm a 6%; Para o F-127, por sua vez, o raio do “core” micelar foi de 5,7 nm a 3% para 9,1nm a 7,5%
(Ruthstein, 2007). Ou seja, um aumento relativo no raio do “core” micelar com o aumento da
concentracdo de ambos copolimeros foi de cerca de 1,2 e 1,6% para o F-127 e P-123,

respectivamente.

Portanto, o0 aumento da solubilidade da AIPcCI estaria também associado ao aumento do

numero de agregacdo do copolimero com a sua concentracdo, como esquematizado na Figura 47.
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Esse fator contribui para o aumento da solubilizacdo da AIPcCIl nos micro-ambientes hidrofébicos

da micela polimérica.

Aumentoda
concentragcaode
copolimero

>diametro do core e

~/~— Grupos PEO numero de agregacao
-~/ ™\ Grupos PPO
G Mondémerosda AlPcCl.

Figura 48. Representacdo esquematica do aumeno do didmetro do “core” e do numero de agregacéo

(Nag) dos copolimeros com o aumento da concentracao.

Nas Figuras 49-52 (pégina 101-104), por sua vez, sao mostrados os espectros de absorcao
eletronica de trés formulados da AIPcCI encapsulada em F-127 preparados com diferentes massas
de FS e copolimero com distintas razdes [AIPcCI]/[F-127mic] como feito para o P-123 (visto

anteriormente nas Figuras 43 a 46).
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Figura 49. Espectros de absorcdo UV-Vis da AIPcCl em diferentes concentragdes e razdo [AIPcCI]/[F-127mic] encapsulada em F-127 0,5% (m/V; 3,9x10* molL1),

pH=7,0. As Figuras 49-d-f apresentam os perfis cinéticos de liberacdo da AIPcCl monitorados pela variacdo da absorvancia no comprimento de onda de 646 nm. A

direcdo das setas indicam a diminui¢do da absorvancia para os formulados com o decorrer do tempo, relativo a liberagdo da AIPcCl da micela.
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Figura 50. Espectros de absorcdo UV-Vis da AIPcCl em diferentes concentracoes e razdo [AIPcCI]/[F-127mic] encapsulada em F-127 2% (m/V); 1,6x10° molL™?), pH=7.0. As

Figuras 50 d-f apresentam os perfis cinéticos de liberagdo da AIPcCl monitorados no comprimento de onda de 646 nm. A direcéo das setas indicam a queda da absorvancia para

os formulados com o decorrer do tempo, relativo a liberagéo da AIPcCl da micela. 100
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Figura 51. Espectros de absor¢do UV-Vis da AIPcCl em diferentes concentracdes e razdo [AIPcCI)/[F-127mic] formulada em F-127 4% (m/V); 3,2x10° molL?), pH=7,0. As

Figuras 51 d-f apresentam os perfis cinéticos de liberacdo da AIPcCl monitorados no comprimento de onda de 646 nm. A direcdo das setas indicam a queda da absorvancia

para os formulados com o decorrer do tempo, relativo a liberacdo da AIPcCl da micela. 101
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Figura 52. Espectros de absor¢do UV-Vis da AIPcCl em diferentes concentragdes e razdo [AIPcCI)/[F-127mic] formulada em F-127 8% (m/V); 6,3x10 molL?), pH=7,0. As

Figuras 52 d-f apresentam os perfis cinéticos de liberacdo da AIPcCl monitorados no comprimento de onda de 646 nm. A direcdo das setas indicam a queda da absorvancia para

os formulados com o decorrer do tempo, relativo a liberagéo da AIPcCl do interior da micela.
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Pode ser observado, para todos os formulados da AIPcCI encapsulada em F-127 a auséncia do
perfil espectral relacionado a forma monomérica da AIPcCl (Figura 9, secdo 4.1 em etanol e Figura
38 secdo 4.4.1 encapsulada em P-123), indicando que este FS se incorpora na forma auto-agregada,

independentemente da razéo [AIPcCI]/[F-127mic] ou concentracdo deste copolimero.

Adicionalmente, da analise do perfil da estabilidade dos formulados da AIPcCI encapsulada
em F-127 (abaixo dos espectros de absorcdo de cada formulado) verifica-se uma rapida liberagdo do
FS com o tempo para todos os formulados, independentemente da concentracdo de copolimero. As
curvas apresentadas mostraram, em média, uma diminuicdo total da absorvancia em um periodo
menor do que 5 dias. E conhecido que a velocidade de liberacdo de um farmaco do interior das
micelas poliméricas é funcdo, em grande parte, da sua localizacdo na micela. Ou seja, quanto mais
externamente o FS estiver localizado, a liberacdo € mais rapida, uma vez que a corona formada pela
interface agua-PEO na micela polimérica possui uma maior mobilidade (Parmar et al, 2013). Desta
forma, com base na rapida liberagdo da AIPcCl em F-127 independentemente da concentragdo do
mesmo, pode-se inferir que o FS provavelmente estaria interagindo nas regides mais externas da
corona hidrofilica nestas condi¢cdes (Parmar et al, 2013). Isso também explicaria o infimo grau de
liberacdo da AIPcCl nas condi¢cbes em que a mesma estaria monomerizada em P-123, como
visualizado anteriormente nas Figuras 46-d-f, onde provavelmente a AIPcCI estaria, neste caso,
interagindo mais internamente na micela deste copolimero, talvez até mesmo no “core” hidrofdébico
formado pelos grupos PPO na micela.

A auto-agregacdo da AIPcCl independentemente da concentragéo do F-127 utilizada, portanto,
se deve a maior camada hidrofilica formada pelos grupos PEO deste copolimero. A ftalocianina ndo
se incorpora desagregada neste copolimero mesmo nas maiores concentragdes do mesmo
(comportamento distinto do observado para o sistema AIPcCI/P-123), devido provavelmente a um
maior aumento no Nag deste em comparacdo ao P-123, com 0 aumento de sua concentragdo
(Ruthstein, 2007). Como jé citado anteriormente, 0 Nag do F-127 a 7% é 3,5 vezes maior do que na
concentracdo de 3%. No P-123, por sua vez, o aumento do Nag nesta faixa de concentracdo é de 2
vezes (Ruthstein, 2007). Isso faz com que o volume e a area superficial da corona hidrofilica do F-
127 sejam maiores que a do P-123, tanto pelo maior aumento no nimero de agregagdo em funcdo da
concentragdo, quanto pela maior quantidade de grupos PEO num unimero do F-127. Este maior
volume e area superficial, por sua vez, explicariam a interacdo da AIPcCl na forma auto-agregada
mesmo nas maiores concentracdes deste copolimero. Outros resultados da literatura também
mostram diferentes graus de solubilizacdo de moléculas hidrofébicas na comparacdo entre

copolimeros com contituigdo quimica distinta. Por exemplo, Parmar e col em estudos envolvendo a
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solubilizacdo da Nimesulida em copolimeros com praticamente a mesma quantidade de unidades
repetitivas PPO, porém com diferentes porcentagens de grupos PEO em sua estrutura (P-103, P-104
e P-105 com 30, 40 e 50% de PEO, respectivamente), mostraram que houve uma maior
solubilizacdo desta droga em P-103, copolimero com menor porcentagem de unidades hidrofilicas
PEO (Parmar et al, 2013). Neste trabalho, verificou-se que a maior solubilidade da Nimesulida em
P-103 estaria associada a uma menor area superficial e volume da cadeia hidrofilica deste
copolimero, que possibilita uma interacdo maior da Nimesulida hidrofébica nas regides mais
internas do “core” micelar (Parmar et al, 2013).

Interessantemente, a dependéncia da incorporacdo da AIPcCl desagregada em micelas de P-
123 com a concentracdo e a razdo [AIPcCI]/[P-123mic], bem como a associagdo majoritaria de
diferentes formas auto-agregadas) do FS em F-127, independentemente da concentracdo deste
copolimero, estdo de acordo com os resultados envolvendo os estudos prévios de ligacao (isotermas
de ligacdo e cinética de auto-agregacdo; secdo 4.3.2 e 4.3.3). Por exemplo, os estudos envolvendo as
isotermas de ligagcdo da AIPcCl em P-123 (Figura 28-b) mostraram uma dependéncia da organizagao
estrutural da AIPcCl com a concentracdo do copolimero, onde foi observado que quanto maior a
concentracdo de micelas no sistema, maior a intensidade de emissdo no tempo zero e menor foi a
queda observada para esta intensidade em comparacao ao tempo de equilibrio (espectros medidos 48
horas apds; Figura 32-b), aparentemente indicando uma maior desagregacdo e estabilizacdo do FS
na micela polimérica quanto maior a concentracéo de P-123.

Os estudos cinéticos de incorporacdo, por sua vez, evidenciaram a dependéncia temporal no
processo de associacdo dos complexos auto-agregados com a concentracdo e o tipo de copolimero.
Por exemplo, para o F-127, os resultados mostraram um menor efeito de desagregacdo do FS
independentemente da concentracdo deste copolimero, em comparacdo ao copolimero P-123,
durante o processo difusional da ftalocianina no “core” micelar até sua completa estabilizacdo
(secdo 4.3.3).

Estes resultados, que mostram diferentes perfis de interacdo do FS com os copolimeros tanto
nos estudos previos de interacdo quanto nos estudos envolvendo AIPcCI encapsulada, reforcam a
dependéncia da interacdo FS-copolimero com a natureza/estrutura da micela polimérica e razéo
[AIPcCI]/[Copolimeromic]. Como j& discutido, o P-123 é um copolimero que se auto-organiza
apresentando uma regido interfacial menos hidrofilica em comparagdo ao F-127. Além disso, o P-
123 possui um numero de agregacdo micelar 3 vezes maior em comparacdo ao F-127 nesta
temperatura (Nagp-123 = 222 € nagr-127= 67 a 30°C — Wanka et al, 1994) . Estes fatores combinados
fazem com que o P-123 possua um micro-ambiente hidrofébico relativamente maior, capaz de
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estabilizar mais eficientemente a AIPcCl num estado organizacional majoritariamente
monomerizada em comparagéo ao F-127.

A Figura 53, por sua vez, apresenta um grafico da solubilidade média da AIPcCI
monomerizada versus concentracdo de P-123 no sistema, visando-se obter 0s parametros

relacionados a capacidade de solubilizacdo da AIPcCI neste copolimero.
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Figura 53. Gréfico de concentragdo méxima de AIPcCI incorporada na forma monomerica versus
concentracdo de P-123, para a tentativa de determinacdo do coeficiente de solubilidade a 30°C (Aparicio,
2011). Em vermelho encontra-se a reta obtida da tentativa de ajuste dos dados experimentais com a equagao

8, objetivando-se determinar os parametros de solubilidade da AIPcCI neste copolimero.

Através do ajuste dos pontos experimentais da figura 53 por meio da equacgéo 8, considerando
que a solubilidade da AIPcCI monomerizada em agua € praticamente zero, como observado
anteriormente nos estudos em meio homogéneo agua/etanol (se¢do 4.4.1), obteve-se um valor de
constante de solubilidade da AIPcCl em P-123 como 0,00146naircci/np-123, 0 que fornece
aproximadamente 1 molécula de AIPcCl por 684 moléculas do copolimero P-123. Considerando Nag
do P-123 como 222 a 25°C (Wanka et al., 1994), supfe-se que haja aproximadamente uma molécula
de AIPcCIl monomerizada por micela de P-123 no sistema. Este resultado é proximo ao determinado
pelos estudos espectroscépicos que mostraram que em razdes [AIPcCI]/[P-123mic] menores que 1,5
haveria uma maior probabilidade da incorporacéo da AIPcCl desagregada neste copolimero. Mesmo
assim, no entanto, tem de ser considerado o efeito claro do aumento do Nag do P-123 com a sua
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concentracdo, que faz com que haja um aumento na solubilidade da AIPcCI em maiores
concentracdes deste copolimero devido ao aumento no ndmero de sitios hidrofdbicos capazes de
solubilizador o FS na sua forma monomérica. Inclusive na figura 53 verifica-se uma maior
solubilidade da AIPcCI na maior concentragdo de P-123 (1,2x102 molL™), promovendo até mesmo
um aparente desvio da linearidade no grafico da maxima concentracdo da AIPcCl monomerizada
por concentracdo do P-123.

Por sua vez, apesar do sistema complexo observado na interagéo entre a AIPcCl e o P-123, os
formulados obtidos nas condicbes citadas acima (baixas razbes [AIPcCI]/[P-123mic] € maiores
concentracdes de P-123) se mostraram viaveis e, adicionalmente, apresentaram algumas vantagens
frente a outros sistemas AIPcCl/micela polimérica encontrados na literatura. A maior concentracdo
de AIPcCI (2,0x10° molL?) encapsulada na forma monomerizada em P-123 8%, como um
exemplo, mostrou-se ser cerca de 6 vezes maior do que a quantidade maxima deste FS encapsulado
em micelas poliméricas formadas de uma mistura de copolimeros pelo método de dialise (formado
por N-isopropilacrilamida, acido metacrilico e octadecil acrilato - Taillefer et al, 2000). Em outro
trabalho, Leroux e colaboradores estudaram a incorporacdo da AIPcCl em micelas poliméricas
sensiveis ao pH constituidas de N-iso-propilacrilamida (NIPAM) também pelo método de dialise.
Estas micelas foram carregadas com 3% (m/V) de AIPcCIl apresentando uma eficiéncia de
encapsulamento de aproximadamente 60% (maximo de solubilizacdo de 3,0x10°molL™?). O
formulado obtido apresentou resultados satisfatdrios contra células mamaérias do rato (EMT-6),
promovendo a inativacdo de cerca de 90% das células cancerigenas na concentragdo maxima de
AIPcCIl encapsulada quando da iluminacdo do tumor utilizando-se de uma lampada de
Tungsténio/halogénio (Leroux et al, 2001), sem apresentar efeitos colaterais.

Estes resultados abrem caminho para o estudo envolvendo os efeitos da inativacao
fotodindmica de microorganismos dos formulados da AIPcCl em P-123, como serd discutido

adiante.

4.6. Efeito da temperatura na agregacéo da AIPcCl encapsulada em P-123 e F-127: Estudos

de absorcao eletronica

Devido as mudangas na organizagdo estrutural dos copolimeros (Guo et al, 2006), as
possiveis mudancas na organizacdo do fotossensibilizador encapsulado em P-123 e F-127 também
foram monitoradas em funcdo de variacbes na temperatura. A dependéncia do processo
agregacional da AIPcCl com a temperatura foi monitorado nos seguintes formulados em F-127:
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AIPcCI 7,0x107° molL™ em F-127 4% (raz&o [AIPcCI)/[F-127mic] de 1,4) e AlPcCl 3,5x10° molL™*
em F-127 8% (razéo [AIPcCI]/[F-127mic] de 0,4). Em P-123: APcCI 3,5x10° molL™ em P-123 4%
e AIPcCI 7,0x10° em P-123 8% (ambos com razdo [AIPcCI]/[P-123mic] de 0,1, de modo que a
AIPcCI estaria monomerizada em P-123 nestas condic¢des) a 30°C. O experimento foi conduzido
diminuindo-se a temperatura dos sistemas em estudo partindo-se de 30°C para 20 e 13°C
(temperatura esta abaixo da TMC de ambos copolimeros nestas concentracdes, considerando TMCE.
127=18,04°C e TMCp.123= 16,3 a 4% (m/V) e TMCr.127= 15,7 e TMCp.123=14,8 a 8% (m/V);
Alexandridis et al., 1994), respectivamente. Em seguida, de modo a se verificar um possivel efeito
reversivel apds a diminuicdo da temperatura, aumentou-se a mesma novamente para 30°C.
Primeiramente, pode ser verificado na Figura 54-a, os espectros de absor¢do UV-Vis da
AIPcCI (7,0x10° molL1) encapsulada em F-127 4% (3,2x103molL™; razdo [AIPCCI)/[F-127mic] de

1,4, considerando 0 Nag= 67 em 30°C), apds diminuigdes sucessivas da temperatura.

0.8 3
a) b)
«/30 C
2- 20°C
v
4 13°C
04
0-0 T T 1 T T T T T T
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
comprimento de onda (nm) comprimento de onda (nm)

Figura 54. Variacdo do espectro de absorcdo eletronica da a) AIPcCl (7,0x10° molL™) em F-127 4%
(m/V; 3,2x10° molL? e razdo [AIPcCI)/[F-127mic]=1,3) e b) AIPcCI (3,5x10° molL?) em F-127 8% (razéo
[AIPCCI}/[F-127mic] de 0,4) em fungéo da diminuicdo da temperatura de 30 °C para 13 °C, pH=7,0.

Verifica-se, atraves da analise da Figura 54-a que com a diminui¢cdo da temperatura do
sistema de 30 para 20 °C, a absorvéncia da AIPcCl j& sofre uma diminui¢do sem alteracdo do perfil
espectral, mesmo com a temperatura do sistema ainda estando acima da TMC deste copolimero
(TMCkr.127=18,04°C, Alexandridis et al., 1994), evidenciando o aumento da formacdo dos auto-
agregados complexos da AIPcCI nesta razdo [AIPcCI]/[F-127mic] (1,4 moléculas de AIPcCI por
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micela do copolimero), efeito aliado a redugdo do volume da micela atraves da diminuicdo da
temperatura (Guo et al, 2006). Em 13°C, por sua vez, foi observada uma queda mais intensa da
absorvancia da AIPcCI, até a total variacdo espectral, caracterizada pelo desaparecimento da banda
Soret em 353 e também da banda referente a auto-agregados em 646 nm (Figura 54-a). Os mesmos
efeitos podem ser observados para os espectros de absor¢do do formulado da AlPcCl 3,5x10° molL-
Lem F-127 8% (razdo [AIPcCI)/[F-127mic] de 0,4, considerando o Nag= 67 em 30°C - Figura 54-b).
Ou seja, analisando-se a Figura 43-b verifica-se que mesmo para este formulado com menor razao
[AIPcCI)/[F-127mic] (0,4) hd uma consideravel mudanca no espectro da AIPcCl diminuindo-se a
temperatura para 13°C.

Estes resultados entram em concordancia com os obtidos através dos estudos envolvendo a
estabilidade dos formulados da AIPcCl encapsulada em F-127, apresentados na secéo 4.5, onde foi
verificado uma rapida diminuicdo da absorvancia da AIPcClI com o decorrer do tempo,
independentemente da concentracdo de F-127 ou razdo [AIPcCI)/[F-127mic]. A instabilidade da
AIPcCI neste copolimero estaria associada a rapida liberacdo deste FS, atribuida a interacdo do
mesmo na regido interfacial mais hidrofilica nas micelas deste copolimero. Portanto, estas
consideraveis mudancas espectrais decorrentes da diminuicdo da temperatura para 13°C,
independentemente da [AIPcCI]/[F-127mic], também estaria relacionada a interacdo da AIPcCl na
regido interfacial mais hidrofilica do copolimero F-127, regido esta incapaz de manter o FS
estabilizado.

Adicionalmente, € necessario mencionar que as mudancas espectrais dos formulados da
AIPcCIl em F-127 com a diminuicdo da temperatura estdo relacionadas a uma mudanca estrutural
dos multi-agregados da AIPcCI, inclusive levando-se a formacdo de precipitados, observados
visualmente. Apds a precipitacdo do FS, o retorno da temperatura dos sistemas até 30°C nao fez
com que os multi-agregados do FS remanescentes no “core” micelar restaurassem, mostrando que o
processo foi irreversivel para estes casos. O processo de total mudanca espectral dos formulados da
Figura 54-a e 54-b com a diminuicdo da temperatura foi considerado lento, sendo necessario cerca
de 9 horas para atingir o equilibrio.

De modo similar ao procedimento realizado em F-127, partiu-se a analise do perfil da
AIPcCI formulada em P-123 em funcdo a diminuicdo da temperatura. Os espectros UV-Vis da
AIPcCI (3,6x10° molL*; razdo [AIPcCI)/[P-123mic]= 0,1, considerando Nag=222 a 30°C (Wanka et
al, 1994), em funcdo de variagdes na temperatura do sistema de 30 para 13°C estdo apresentados na
Figura 55-a.
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Figura 55. Espectro UV-Vis da a) AIPcCI (3,6x10° molL?) em P-123 4% (m/V; 7,0x10° molL™ e b)
AIPcCI (7,0x10%) em P-123 8% (m/V; 1,4x102 molL*) em func&o da diminuicdo da temperatura de 30 para
13 °C. Ambos formulados possuem e razéo [AIPcCI]/[P-123mic]= 0,1 a 30 °C.

Acima da TMC do P-123 4% (16,3 °C nesta concentracdo; Alexandridis et al, 1994) ndo
foram observadas variac@es significativas no espectro de absorcdo da AIPcCl. No entanto, ao se
diminuir a temperatura para 13°C (portanto abaixo da TMC neste copolimero), mudancas espectrais
comecaram a ser observadas (Figura 55-a). Essas mudancas no espectro da AIPcCl encapsulada em
P-123 com a diminuicdo da temperatura caracterizam-se pela diminuicdo e alargamento das
principais bandas relativas a mondmeros (Soret, Qi,Qu € Qm), indicando a auto-agregagéo da
AIPcCI (Akinbulu et al, 2010). Outro fator que indica a auto-agrega¢do € um pequeno deslocamento
hipsocrémico das principais bandas da AIPcCl com a diminuicao da temperatura de 30 para 13°C.

E necessario lembrar que o deslocamento hipsocrémico das principais bandas de absorgéo
da AIPcCI também foi observado nos perfis espectrais dos formulados da AIPcCl encapsulada nas
menores concentracfes do copolimero P-123 (se¢do 4.5). Os resultados evidenciam a formacdo de
auto-agregados preferencialmente do tipo H no sistema AIPcCI/P-123.

Em cerca de 170 minutos, por sua vez, o sistema entra em equilibrio, sem apresentar uma
completa diminuicdo de absorvancia ou desaparecimento das bandas (Figura 55-a). Resultados
semelhantes podem ser observados para os formulados da AIPcCl 7,0x10% em P-123 8%
apresentado na Figura 55-b. Ou seja, mesmo na maior concentracdo do copolimero, ocorreram
alteracOes espectrais na temperatura abaixo da TMC (13°C). O processo de formacdo das espécies
auto-agregadas da AIPcCl também se mostrou irreversivel para ambos os casos aumentando-se

novamente a temperatura até 30°C.
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Por sua vez, em formulados com menores razdes [AIPCCI]/[P-123mic] ([AIPcCl]< 1,6x10°
molL?; razdo [AIPcCI]/[P-123mic]< 0,04, considerando Nag=222 a 30°C (Wanka et al, 1994)
encapsulados em concentragfes maiores de P-123, por sua vez, ndo foram observadas variacfes
significativas na absorvancia da AIPcCl com a diminuicdo da temperatura até 13°C, indicando que
nestas condicBes, as mudancas estruturais nas micelas poliméricas ndo provocaram uma
reorganizacdo estrutural do FS. Adicionalmente, é necessario se lembrar que abaixo da TMC (13°C)
tém-se as moléculas do copolimero na forma unimérica, que podem manter o FS no estado de
mondmeros; adicionalmente pela presenca do FS hidrofobico, podem-se ter micelas induzidas (pré-
micelas) pela manutencdo de mais de um unimero do copolimero ao redor do FS (Bilski e
Chignell,et al, 1997; Xiao et al,2012; Pellosi, 2012).

Os resultados obtidos através do estudo do efeito da diminuicdo da temperatura nos
formulados da AIPcCI encapsulada em P-123 entram em concordancia com os estudos envolvendo
os perfis espectrais e a estabilidade dos formulados da AIPcCI nestes copolimeros, apresentados na
secdo 4.5. Tais estudos evidenciaram uma maior tendéncia para a solubilizacdo da AIPcCl em sua
forma monomeérica neste copolimero em relacdo ao F-127. A estabilidade da AIPcCl desagregada
nos formulados envolvendo este FS encapsulado em menores [AIPcCI]/[P-123mic] (<1,5) ou
maiores concentracGes de copolimero, mostraram uma minima variagdo da absorvancia com o
passar dos dias em alguns formulados (Figuras 46-d e 46-€). Esta estabilizacdo se deve a existéncia
de uma maior quantidade micro-ambientes hidrofébicos neste copolimero, capazes de estabilizar o
FS em seu estado desagregado nestas condicdes.

Apesar da verificacdo da auto-agregacdo da AIPcCl com a diminuicdo da temperatura
verificados nos formulados, também deve ser levado em consideracdo, por sua vez, que o efeito
relacionado a diminuicdo da absorvancia dos formulados da AIPcCl em P-123 e em F-127,
principalmente na temperatura de 13°C, também pode estar associado a um efeito concorrente
relacionado a liberacdo da AIPcCI decorrente da desestabilizacdo do ambiente micelar com relagédo
a diminuicdo da temperatura.

O provavel mecanismo relacionado com o processo de auto-agregacdo e reorganizacdo
estrutural da AIPcCl em F-127 e P-123 em decorréncia da diminuicdo da temperatura estdo
esquematizados na Figura 56, tomando-se por base os resultados apresentados pelas variagcdes dos
perfis espectrais dos formulados em funcdo da temperatura apresentados anteriormente nas Figuras
54 e 55. A Figura 56-a representa o processo de auto-agregacdo em P-123, onde é verificada a

presenca do FS no estado monomérico acima da TMC e, posteriormente, com a diminuigdo da
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temperatura é verificada a formacdo de auto-agregados preferencialmente do tipo H neste

copolimero.

a) :
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Figura 56. Mecanismo simplificado do processo de auto-agregacdo da AIPcCI solubilizada em surfactantes

poliméricos para as temperaturas abaixo da TMC em a) P-123 e b) F-127.

Na Figura 56-b, por sua vez, verifica-se a reorganizacdo estrutural dos multi-agregados
previamente existentes da AIPcCl em F-127 com a diminuicdo da temperatura. Observa-se
inicialmente um complexo perfil de interacdo entre a AIPcCl no ambiente micelar como avaliado
nos estudos prévios de interacdo (se¢do 4.2) e encapsulamento (4.5.1-a), provavelmente envolvendo
a interacdo de formas auto-agregadas da AIPcCI neste sistema. Com a desmicelizagdo e diminui¢ao

gradual do volume da micela polimérica, atraveés da diminuicdo da temperatura, provavelmente
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ocorre uma reorganizacdo estrutural da AIPcCl em outros tipos de auto-agregados ainda mais
complexos.

Como mencionado anteriormente, o0 processo de mudanca nos auto-agregados da AIPcCl em
F-127 foi lento, levando-se cerca de 9 horas para a estabilizacdo. O processo de alteracdo espectral
da AIPcCIl em P-123, por sua vez, foi considerado mais rapido (cerca de 2 horas), sem haver total
auto-agregacdo do FS mesmo na temperatura mais baixa (13°C). Este fato reforca novamente a
capacidade maior de estabilizacdo da AIPcCIl na forma desagregada em P-123, como explorado
anteriormente nos estudos envolvendo as propriedades de solubilizacdo da AIPcCI nos copolimeros
(secédo 4.5).

Estas variagdes espectrais da AIPcCl encapsulada em P-123 e F-127 com a diminuigdo da
temperatura corroboram com os experimentos prévios envolvendo a determinacdo das isotermas de
ligacdo deste FS em 15°C para ambos copolimeros (secédo 4.3.3, Figura 37-a e 37-b para F-127 e P-
123, respectivamente). Estes estudos mostraram uma associacdo mais fraca da AIPcCI frente aos
copolimeros devido a reorganizacao estrutural dos unimeros dos poloxameros com a diminuicao da
temperatura. Entretanto, mesmo com a forma unimérica dos copolimeros, foi observado uma maior
interacdo entre a AIPcCl e o P-123 nesta temperatura mais baixa (Figura 37), com a isoterma
mostrando uma intensidade de emissao cinco vezes maior neste copolimero mais hidrofébico nestas
condigdes. Esta maior afinidade entre a AIPcCl e o P-123 em comparacdo ao F-127 a 15°C, explica
a fraca mudanca do perfil espectral da AIPcCI, seguida de uma maior estabilizacdo do sistema no
copolimero mais hidrofilico.

Adicionalmente, a localizacdo da AIPcCl na micela polimérica foi investigada por
experimentos de supressdo da fluorescéncia com ions iodeto, um conhecido supressor hidrofilico
que tem acesso as areas hidratadas da micela (Lakowicz, 2006; Gerola, 2010; Pellosi, 2012). No
entanto foi observado que este ion complexa-se com o aluminio presente na molécula de AlPcCI
(Mondolfo, 1976; Hatch, 1984), inclusive verifica-se uma mudanca da coloracdo de azul para verde
conforme iodeto é adicionado para os formulados da AIPcCIl encapsulada em P-123. Esta
complexagdo envolve uma diminuicdo na intensidade de emissédo nos formulados da AIPcCI
encapsulada em P-123 com o0 aumento da concentracdo de iodeto (espectros ndo mostrados). Por
sua vez, nos espectros de absorgéo eletronica é verificada uma diminuic¢do das bandas Qi, Qu e Qi
da AIPcCI localizadas em 611, 639 e 678 nm, respectivamente, bem como um aumento de
intensidade de absor¢do na regido da banda Soret por volta de 360 nm (espectros ndo mostrados).

No entanto, mesmo ndo se obtendo sucesso nos experimentos de supressdo, supbs-se que a
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ftalocianina esteja acessivel pela aproximacdo do iodeto para a complexacdo neste copolimero,

provavelmente indicando uma localizag&o deste FS na interface PEO-PPO nas micelas poliméricas.

4.7. Estudos espectroscopicos da AIPcCl solubilizada em P-123 durante processo

liofilizacdo/reidratacéo

Este experimento foi realizado com a finalidade de verificar a estabilidade, basicamente
monitorada pelas propriedades espectroscopicas (absorcao eletronica) da AIPcCl encapsulada em P-
123 frente ao processo de liofilizacdo (que inclui variagcdes bruscas de temperatura) com posterior
reidratacdo do formulado. Neste aspecto, este estudo também se mostra importante quando se faz
uma comparacdo das alteracbes da organizagdo molecular da AIPcCl (nas formas auto-
agregada/monomerizada) incorporada nas micelas de P-123, através da diminuicdo lenta e gradual
temperatura realizada em estudos anteriores (secdo 4.6), com o congelamento instantaneo do
formulado na liofilizacdo. Desta forma pode-se inferir se o tempo associado principalmente a
diminuigdo da temperatura e posteriormente a liofilizagdo podem influir nos processos de
organizacdo molecular da AIPcCI.

Para isto analizou-se os espectros de absorcio eletronica do formulado da AIPcCI (7,5x107°
molL?) encapsulada em P-123 8% (m/V; 1,3x102 molL™?; razdo [AIPcCI)/[P-123mic]= 0,1 a 30°C
(cerca de 10 micelas por molécula de AIPcCI; Wanka et al, 1994). Esta baixa razdo [AIPcCI]/[P-
123mic] foi utilizada de modo a se ter o FS monomerizado, com base nos estudos anteriores.

Na Figura 57 verifica-se o0 espectro de absor¢do deste formulado em particular antes e apos o

procedimento de liofilizac&o.
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Figura 57. Espectro de absorcéo eletronica da AIPcCl (7,5x10¢ molL?) solubilizada em micelas poliméricas

de P-123 8% (1,3x102 molL*; com razdo [AIPcCI]/[P-123mic] = 0,1) antes e apos a liofilizagdo, T=30 °C.

Verifica-se através dos espectros de absorcdo da AIPcCI antes e ap6s a liofilizacdo na Figura
57 que ha uma diminuicdo na absorvancia (em cerca de 30%, sem alargamento de banda) para as
principais bandas da AIPcCI durante o processo de liofilizacdo do formulado. Ou seja, este processo
seguido de ressuspensao do formulado afetou a estabilidade da AIPcCl, em termos da quantidade de
moléculas encapsuladas, nesta baixa razdo [AIPcCI]/[P-123mic]. O mesmo estudo foi realizado em
um formulado com a AIPcCI no estado de maior auto-agregacdo (AIPcCl 8,3x10° molL? e
[AIPcCI]/[P-123mic]=1,3), onde se observou também uma queda de 30% no valor da absorvancia
(espectros ndo mostrados). Adicionalmente, submetendo os formulados a um segundo processo de
liofilizacdo/reidratacdo, ha novamente a diminuicdo de 30% no valor de absorvancia (espectros nao
mostrados). Este resultado evidencia que o formulado deve ser aplicado apds a ressolubilizacdo, ndo
sendo viaveis novos processos de liofilizacao-reidratacdo subsequentes.

O processo de liofilizacdo do formulado AIPcCI/P-123 é composto basicamente de duas
etapas principais: congelamento inicial e instantaneo (em nitrogénio liquido) e desidratacdo. O
congelamento € a etapa na qual a solugcdo aquosa é rapidamente congelada em nitrogénio liquido e a
secagem envolve a sublimacdo dos cristais de gelo formados. A etapa do congelamento é a mais
critica no processo, uma vez que pode fazer com que ocorra uma separacao de fase, aumento do
raio hidrodinamico da micela, distribuicdo de tamanho heterogéneo e até mesmo a ruptura da
micela polimérica (Di Tommaso et al, 2010). Outro pardmetro particularmente importante para a
estabilidade do liofilizado é o teor de agua residual. Moléculas de agua ndo removidas podem
desestabilizar o sistema liofilizado e, em alguns casos, também contribuem para a degradacdo dos

produtos liofilizados.
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De modo geral, quanto mais rapida a etapa do congelamento mais homogéneo é o tamanho da
micela polimérica e melhor € o processo de liofilizacdo (Di Tommaso et al, 2010). Apesar do
congelamento com nitrogénio liquido ser rdpido (<20 segundos) a diminuicdo do valor de
absorvancia da AIPcCl apds o processo de liofilizacdo pode ser influenciado pelas alteracdes de
temperatura do sistema implicando em mudancas no perfil de liberacdo do formulado mesmo
considerando o tempo relativamente répido entre o processo de ressuspensdo do formulado
liofilizado até a aquisicdo do espectro de absorcdo eletronica (Di Tommaso et al, 2010; Lee e Lin,
2011).

Apesar da queda no valor de 30% absorvancia, o processo de liofilizacdo/reidratacdo nédo
causou mudangas significativas no espectro de absor¢do da AIPcCIl quanto ao perfil espectral e
deslocamento/aparecimento de novas bandas, que sugerem a formacdo de auto-agregados do FS
(como os observados atraves da diminuicdo gradual e lenta da temperatura na secdo 4.6). Isso
evidencia a influéncia do congelamento instantaneo do formulado da AIPcCI na diminuicdo da
reorganizacao/reestruturacdo do FS.

Adicionalmente, verificou-se que em menos de cinco minutos as amostras liofilizadas eram
ressolubilizadas, ao contrario das 10 horas necessarias para 0 processo de hidratacdo da matriz
AIlPcCl/copolimero. O tempo menor para a ressolubilizacdo do formulado pode ser explicado pelo
fato de que no material liofilizado a AIPcCI ja estd incorporada nas micelas ao contrario do
processo de hidratacéo inicial com o método de dispersdo solida (Aparicio, 2011). Adicionalmente
a estrutura do material liofilizado possui pequenos poros, que sdo formados quando a agua é
sublimada, e estes acabam facilitando a reidratacdo posterior do formulado.

Outros trabalhos reforcam a eficiéncia dos copolimeros na estabilizacdo de algumas
drogas/proteinas frente ao processo de liofilizacdo/reidratacdo. Por exemplo, Lee e Lin mostraram
que o copolimero tribloco F-68 protege a proteina cacitonina do “estress” térmico e desidratacdo
causada pelo processo de liofilizacdo (Lee e Lin, 2011). Além da protecdo, este copolimero
possibilita que ndo haja alteracbes na estabilidade conformacional desta proteina associado ao
processo (Lee e Lin, 2011).

Desta forma, os resultados espectroscopicos associados a liofilizagdo do formulado da AlIPcCl
encapsulada em P-123, mostraram-se importantes, pois possibilitam o armazenamento do FS no
formulado liofilizado durante um longo periodo de tempo, maiores que em solugdo liquida,
podendo ser prontamente ressolubilizado. Outra vantagem associada ao processo refere-se a
manutencdo das propriedades espectroscopicas e fotoquimicas do FS, sem a verificacdo de
processos de reorganizagdo molecular do mesmo. Isso possibilita que o formulado liofilizado da
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AIPcCI encapsulada em P-123 possa ser manipulado conservando suas principais propriedades

fisico-quimicas.

5. Estudos das propriedades fotodindmicas dos formulados da AIPcCl encapsulada em P-
123 e F-127: efeito da concentracdo de AIPcCl e do tempo de iluminacdo na inativacao

fotodinamica de microorganismos

Apols os estudos das propriedades fisico-quimicas (ligacdo/solubilizacdo, estabilizacdo e
propriedades fotofisicas) da AIPcCl encapsulada em P-123 e F-127, que forneceram subsidios para
a obtencdo de formulados desejaveis para os estudos de IFDMO/TFD, estudou-se o efeito
fotodindmico dos formulados da AIPcCI encapsulada nos copolimeros contra culturas de bactérias
com diferentes estruturacdes na parede celular. Estes estudos sdo importantes visando-se verificar a
potencialidade dos formulados obtidos quanto a inativacdo fotodinamica de microorganismos
(IFDMO).

Nestes estudos foram avaliados os efeitos da concentracdo de AIPcCI encapsulada e também

do tempo de iluminacao nas bactérias S. aureus e E. coli bem como o fungo do género C. albicans.

5.1. Efeito da concentracdo de AIPcCI encapsulada nos copolimeros P-123 e F-127 na

inativacao fotodinamica de microorganismos

Nos ensaios in vitro com os formulados AIPcCl encapsulada em F-127 ndo foi observada
qualquer acdo fotodinamica sobre os microorganismos estudados (S.aureus, E. coli e C. albicans),
independentemente da concentracdo de AIPcCl ou de copolimero utilizada (razdo [AIPcCI/[F-
127mic]). A ineficacia desses formulados pode ser explicada pelo fato de que a AIPcCl é incorporada
na sua forma auto-agregada neste copolimero (sec¢do 4.5). Como ja citado, a presenca de espécies
auto-agregadas pode resultar na supressdo de energia do estado excitado da molécula e,
consequentemente, a diminuicdo de formacao de oxigénio singlete (Sternberg, 1998; Rossetti et al,
2011). Adicionalmente, durante a filtracdo para esterilizagdo do formulado, uma grande parte do FS
ficou retido no filtro, diminuindo-se a quantidade de principio ativo (AIPcCI) no sistema. Para a
AIPcCl encapsulada em P-123, por sua vez, ndao houve problemas durante o processo de
esterilizagdo, porém, ainda assim, a concentracdo do FS foi confirmada por medidas de absor¢éo

eletronica dos formulados antes da realizagdo dos experimentos.
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Primeiramente serdo apresentados os resultados obtidos com a bactéria Staphylococcus
aureus (S.aureus), um microorganismo gram-positivo que ndo possui membrana externa, uma
camada de peptiloglicano (Figura 7; secdo 1.7) assume esta funcéo sendo, por isso, mais suscetivel
aos efeitos de fotossensibilizacdo do que outros microorganismos, que possuem camadas de
protecdo adicionais fora da membrana do citoplasma, que dificultam a penetracdo do
fotossensibilizador bem como a difuséo do oxigénio singlete (Peloi et al., 2008; Gerolla et al, 2011).

Os efeitos tdxicos e fototoxicos da AIPcCI neste microorganismo séo apresentados na Figura 58.
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Figura 58. Efeito da concentracdo de AIPcCI encapsulada em P-123 4% (7,0x10° molL? e razdes
[AIPcCI)/[P-123mic] < 0,1 a 25°C) na inativacdo fotodindmica de S. aureus. Todos 0s pontos representam
medidas em triplicata. A [AIPcCI]=0,11x10° molL* (denotado como *) refere-se a amostra de ftalocianina

dispersa diretamente em meio aquoso, pH=7,0.

Pode ser observado, primeiramente, que nos ensaios de inativagdo sem luz (no escuro; barras
claras em todas as concentragdes de AIPcCl mostradas na Figura 58) ndo houve danos as col6nias,
mesmo na maior concentracio de AIPcCI utilizada (3,1x10° molL1). A baixa toxicidade no escuro
(minima citotoxicidade) é uma caracteristica favoravel para um FS principalmente quando aplicado
em TFD na inativacdo de células e microorganismos (Lambrechts, 2005 e Costa et al. 2010). O
efeito fotodindmico sobre estas bactérias foi somente observado para as amostras dos formulados
encapsulados através do método de dispersio solida. Para a amostra com [AIPcCI]= 0,11 pmolL™,

que continha o FS adicionado diretamente as solugdes de copolimeros, ou seja, sem 0 processo
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adequado de encapsulamento para a otimizacao de suas propriedades fotofisicas onde, além de néo
promover boa solubilizagéo, obteve-se um sistema que apresentava a AlPcCl auto-agregada, como
consequéncia ndo verificando-se qualquer atividade fotodindmica contra S. aureus. Este resultado
evidencia a importancia da metodologia aplicada na incorporacdo da AIPcCl monomerizada nas
micelas poliméricas de P-123 (dependendo da razdo [AIPcCI]/[P-123mic]; secdo 4.5.1-b) sem o
comprometimento das propriedades fotofisicas da mesma para a efetividade do tratamento via
IFDMO.

A Figura 58 apresenta o efeito do aumento da concentracdo sobre a inibi¢do da S. aureus.
Observa-se a diminuicdo das unidades formadoras de colonia mesmo em concentracbes muito
baixas de AIPcCI encapsulada ([AIPcCI]=0,14x10° molL? e razdo [AIPcCI]/[P-123mic]= 0,01, ou
seja, com aproximadamente 100 micelas poliméricas por moléculas de AIPcCl no sistema,
considerando Nag= 222 a 25°C; Wanka et al, 1994). O aumento da concentragdo da AIPcCI
potencializou o efeito, levando a diminuicdo de dois ciclos logaritmicos em uma concentracéo
menor do que 0,8x10° mol/L ([AIPcCI]/[P-123mic]= 0,02 a 25°C). O valor de Zgo, referente & morte
de 90% da carga inicial de microorganismos foi de 0,24x10° molL™? para este sistema.

Os estudos envolvendo inativacdo fotodinamica da AIPcCI incorporada em P-123 contra
Escherichia coli (E.coli) ndo apresentaram efeitos mensuraveis, mesmo na concentracdo de AlPcCl
mais elevada (3,1x10° molL?; razdo [AIPcCIJ/[P-123mic]= 0,1, ou seja, com a presenca de
aproximadamente 10 micelas poliméricas por molécula de AIPcCl a 25°C; Wanka et al, 1994). Esta
ineficacia pode ser explicada em parte pela complexidade na parede celular das bactérias gram-
negativas (Jori, 2006; Gerolla et al, 2011), formada por uma camada externa a de peptiloglicano
(Figura 6; secdo 1.7). Essa camada externa possui uma superficie carregada negativamente devido a
presenca de lipopolissacarideos que atuam como uma barreira de permeabilidade, dificultando a
incorporacdo de farmacos neutros ou negativamente carregados (Peloi et al., 2000; Soncin et al.,
1995). Adicionalmente, a eficicia da acdo fotodinamica é dependente de inimeros fatores como
formacdo de oxigénio singlete e proximidade deste das células alvo. 1sso porgque o tempo de vida do
oxigénio singlete é muito curto em sistemas biolégicos (<0,04 us) (Ochsner, 1997) e os danos as
células especificas sdo dependentes da migracdo do 'O, durante o seu curto tempo de vida
(Macdonald, 2001). Assim a ineficicia da AIPcCl sobre a bactéria E. coli também pode ser um
problema de localizacdo, ou seja, héa a possibilidade de que o oxigénio singlete ndo se aproximasse

o suficiente do alvo bioldgico para a efetividade do dano celular.
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Sobre a levedura Céandica albicans (C. albicans), no entanto, o efeito do aumento da
concentragdo de AIPcCI potencializou a inativagdo fotodindmica deste microorganismo, como pode

ser verificado pela Figura 59.
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Figura 59. Efeito da concentracdo de AIPcCl encapsulada em P-123 4% (m/V; 7,0x10° molL? e

razbes [AIPcCI)/[P-123mic] < 0,1 a 25°C) na inativagdo fotodindmica de C. albicans. Todos os pontos
representam medidas em triplicata. A [AIPcCl]= 0,11x10® molL™ (denotado como *) refere-se a amostra de

ftalocianina dispersa diretamente em meio aquoso.

O valor Zgo obtido para este microorganismo foi de 1,78x10° moL™?, valor cerca de 7 vezes
maior do que o valor obtido com a S. aureus. Ou seja, 0 efeito de inativacdo sobre a levedura foi
menor. O maior valor de Zgg obtido para a C. albicans pode ser explicado em decorréncia da maior
complexidade de sua parede celular, que possui uma membrana nuclear (ver Figura 5; sec¢do 1.7)
que pode atuar como uma barreira adicional limitando a incorporacdo da AlIPcCl, fazendo com que
a concentracdo do principio ativo necesséaria para o efeito fotodindAmico sobre os microorganismos
seja maior (Perussi, 2007). A C. albicans é considerada um modelo adequado para células de
mamiferos (Li et al., 2007; Jakus e Farkas, 2005) e considerando o resultado promissor da AlPcCl
frente a este fungo, estima-se que este FS seja adequado para fornecer danos a células eucariéticas
cancerigenas em experimentos a serem realizados no futuro.

Os valores de Zgo obtidos para S. aureus (0,24x10° molL™) e C. albicans (1,78x10° molL
1y foram considerados satisfatorios. A titulo de comparagdo estes valores se mostraram inferiores

aos obtidos com o corante azul de metileno, fotossensibilizador amplamente estudado paraa TFD e
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IFDMO (LC-50 de 56,40x10° molL* para S. aureus e 63,20x10® molL™ para C. albicans; Peloi,
2007). Alem do mais foi observado que o valor Zgo obtido para a AIPcCl em Candida albicans foi
cerca de 16 vezes menor ao observado para a inativagdo de 99,5% das colonias de C. albicans pela
AIPcCI solubilizada em DMSO observada em estudos anteriores (Ribeiro et al, 2013). Ou seja,
estes resultados mostraram que mesmo em baixas concentracdes, a AIPcCl encapsulada em P-123
ja é tdxica, indicando que apenas pequena quantidade do principio ativo (AIPcCl) encapsulado neste
copolimero, ja é suficiente para a obtencdo do efeito fotodinamico.

5.1.1. Efeito do tempo de iluminacdo sobre a inativacdo fotodinamica de

microorganismos utilizando-se da AIPcCl encapsulada aos copolimeros P-123 e F-127

O efeito do tempo de iluminacdo na inativacdo de microorganismos foi estudado com a
AlPcCI (0,36 e 0,64x10°molL) encapsulada em P-123 4%. Avaliou-se o efeito de inativacdo dos
formulados da AIPcCI nos tempos de iluminagéo de 5, 10 e 15 min.

Para a E. coli ndo se observou inativagdo mesmo para o sistema capaz de absorver maior
quantidade de fotons: maior tempo de iluminacdo e concentracdo de AIPcCI. Por outro lado, a S.
aureus e C. albicans mostraram uma inativacdo dependente do tempo de iluminacdo. Com o
aumento da dose de luz aplicada, observou-se a diminui¢do no nimero de unidades formadoras de
colbnias viaveis (Figura 60). Os resultados obtidos foram usados para determinar o valor Dao,
relacionado ao tempo necessario para reduzir 90% da carga inicial dos microorganismos. Estes

valores sdo apresentados na Tabela 6, apresentada adiante.
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Figura 60. Efeito do tempo de iluminacdo sobre a inativacdo de a) de S. aureus e b) C. albicans,
com AIPcCI (0,36 e 0,64x10° molL?) encapsulada em P-123 4% (m/V; 7,0x10° molL?; [AIPcCI]/[P-
123mic]<0,1) a 25 °C. Cada ponto representa a média dos experimentos em triplicata.

Tabela 6. Valor Dgo em fungédo da concentragcdo de AIPcCI para S. Aureus e C. albicans a
25 °C.

Valor Dgo Valor Dgo

-1

[AIPCCI] (umolL=) S.aureus (min)  C. albicans (min).
0’36 5a32 44,7
0,64 3,65 26,8

Pela andlise da Tabela 6 verificou-se que o valor Dgy obtido para a C. albicans foi
aproximadamente 8 vezes maior do que o obtido para a S. aureus. Este valor esta em concordancia
com o que foi discutido anteriormente no que se refere a maior complexidade da parede celular da
C. albicans em comparacdo a S. aureus, dificultando a penetracdo da AIPcCI no ultimo, que faz

com que haja um aumento no tempo necessario para a inativacdo deste microorganismo.
5.2. Quantificacdo dos efeitos por anélise quimiométrica

A quantificacdo dos efeitos isolados, tempo de iluminacdo e concentracdo de AIPcCI foi
realizada pelo programa Stat-ease (Design-expert 6.0.6 Trial). Os efeitos calculados séo
apresentados na Tabela 8 para a bactéria S. aureus e a levedura C. albicans. Os ajustes obtidos pelo

modelo foram satisfatérios, considerando-se a complexidade de sistemas bioldgicos em anélise,
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apresentando coeficientes de correlagdo > 0,98. O sinal negativo representa a diminuicdo no nimero
de células viaveis, ou seja, quanto mais negativo o valor obtido para determinado efeito, mais
importante e determinante € 0 mesmo na analise. Os efeitos isolados: tempo de iluminacdo e
concentracdo de AIPcCI, foram significativos para ambos os microorganismos. O modelo que
descreve a quantidade de UFC vivas usando AIPcCl formulada em P-123 4% (m/V; 7,0x10° molL"

1Y como composto foto ativo é apresentado na Tabela 8 como resposta.

Tabela 7. Influéncia dos efeitos tempo de iluminacdo e concentracdo de AIPcCI calculados

por analise quimiométrica frente a S. aureus e C. albicans.

S. aureus C. albicans
Efeitos principais:
A (Tempo de iluminagéo) -1851,8 + 38,8 -328,8 + 16,0 (=6)
B (Concentracéo de AlPcCI) -455,8 + 38,8 -155,5 + 16,0 (=3)
Interacéo dos efeitos:
AB -29,17 + 38,8 -19,2+£16,0
Resposta 1173,4-925,9*A-227,9*B 573,6-164,4*A-77,9*B
R? 0,9964 0,9830

Analisando a influéncia dos efeitos tempo de iluminacdo e concentracdo de AIPcCI sobre
cada microorganismo (Tabela 7), observa-se que a influéncia do tempo de iluminacgéo foi cerca de 6
vezes maior para a bactéria S. aureus em comparacdo a levedura C. albicans, enquanto o da
concentracdo foi cerca de 3 vezes maior. Este resultado esta em concordancia com os valores Zgo €
Dgo obtidos anteriormente, em que os efeitos concentracdo de FS e tempo de iluminagdo para
erradicacdo da C. albicans foram 7 vezes maiores do que para S. aureus. Os efeitos calculados mais
uma vez mostraram que tanto o tempo de iluminacdo quanto a concentracdo de FS mostraram uma
importante relacdo com a inativacdo de microorganismos. Esses efeitos somam-se devido a
sobreposicdo espectral de absorcdo da AIPcCl e emissdo do LASER, gerando oxigénio singlete in
situ.

Finalmente chega-se a conclusdo de que a diferenca na constituicdo estrutural da parede
celular entre estes microorganismos foi crucial para os efeitos toxicos da AIPcCI. Para a AlPcCI
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encapsulada em P-123 resultados favoraveis foram obtidos para a inativacdo da bactéria gram
positiva S. aureus e a levedura C. albicans, enquanto que nenhum efeito consideravel foi obtido
contra a bactéria gram negativa E. coli.

6. CONCLUSOES

Os estudos espectroscdpicos em meio homogéneo evidenciaram que a AlPcCl se solubiliza e
possui melhores propriedades espectroscopicas em etanol em comparagdo a outros solventes com
diferentes graus de polaridade como DMSO, acetona, cloroférmio e 4gua, onde ha a auto-agregacao
desde baixas concentracOes deste FS. Em etanol, a AIPcCl se encontra com uma presenga minima
de auto-agregados em concentracdes abaixo de 0,6x10° molL™?. A partir desta concentragio é
verificada a formacdo de auto-agregados, como indicado pelas medidas de emissdo de
fluorescéncia. Os coeficientes de absortividade molar das principais bandas de absor¢do da AlPcCI
em etanol foram obtidos através do método das dilui¢cOes, utilizando-se da Lei de Beer. Os valores
obtidos estdo de acordo com o que é esperado na literatura para as ftalocianinas. Deste modo, as
solugdes de AIPcCl em etanol foram utilizadas como ponto de partida para os estudos
espectroscopicos. As propriedades fotofisicas da AIPcCl em etanol (rendimento quantico de
fluorescéncia e rendimento quantico de oxigénio singlete) foram obtidas e revelaram que esta
molécula possui rendimento quantico de oxigénio singlete (0,43), valor igual ou superior a muitos
outros conhecidos fotossensibilizadores utilizados na TFD, que faz com que a mesma seja um
promissor fotossensibilizador nesta modalidade médica e em estudos envolvendo a inativacao
fotodinamica de microorganismos.

Nos experimentos envolvendo diferentes porcentagens de agua em etanol foi observado a
auto-agregacdo da AIPcCl com o aumento do teor de agua pelas técnicas de absorcdo eletrbnica,
emissdo de fluorescéncia e RLS. Verificou-se que a PAAC (porcentagem de agua agregacional
critica) se encontra na regido de 50% (V/V) de agua. Devido aos deslocamentos das bandas nos
espectros de absorc¢éo eletronica da AIPcCI para regides de menor energia (maiores comprimentos
de onda) com adi¢édo de agua (de 0 a 50% V/V) inferiu-se a presenca de auto-agregados do tipo J.
Estes resultados mostraram que a AIPcCl precisa ser encapsulada em sistemas
solubilizadores/transportadores para a aplicagéo deste FS desagregado em meio aquoso.

Os estudos envolvendo a interacdo primaria entre a AIPcCl e os copolimeros P-123 e F-127
demonstraram diferentes perfis de ligacdo nas isotermas, decorrentes de complexos perfis de
organizacdo estrutural da AIPcCl com o aumento da concentracdo destes copolimeros. Estes
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complexos perfis de interacdo decorrem da associacdo da AIPcCl desagregada/auto-agregada com
0s copolimeros. As isotermas juntamente com as cinéticas de auto-agregacdo mostraram que a
AIPcCI interage melhor com P-123 em comparagdo ao F-127. Adicionalmente, os estudos cinéticos
de interacdo em P-123, por sua vez, mostraram que quanto menor a razao [AIPcCI]/[P-123mic] mais
a AIPcCIl se mantém no sistema estabilizada com um menor grau de agregacdo. Em F-127, no
entanto, independentemente da razdo [AIPcCI]/[F-127mic] tem-se uma rapida auto-agregacdo da
AIPcCI.

Posteriormente aos estudos termodinamicos de interacdo AlPcCl/poloxameros partiu-se a
incorporacdo da AIPcCI nestes sistemas nano-estruturados utilizando-se do método de disperséo
solida. A AIPcCI foi incorporada com sucesso nos copolimeros apesar da complexidade dos
processos de interacdo AIPcCl/copolimeros discutida anteriormente. No entanto, para o sistema
AIPcCI/P-123, o modo no qual a AIPcCI se incorpora na micela (desagregada ou auto-agregada)
depende da razdo [AIPcCI]/[P-123mic] e também da concentragdo deste copolimero. Em maiores
concentragdes e menores razdes [AIPcCI]/[P-123mic] tem-se a incorporacdo da AIPcCl em um
estado com menor grau de agregacdo, devido ao efeito relacionado ao aumento do Nag com a
concentracdo. Para o sistema AIPcCI/F-127, por sua vez, ndo ha a incorporacdo da AlPcCI
desagregada, mesmo em concentracdes mais altas deste copolimero. Os estudos de estabilidade da
AIPcCI encapsulada em P-123 mostraram que quanto mais semelhante ao estado monomeérico do
FS maior é a estabilidade do sistema, apresentando uma liberacdo mais lenta. Nos formulados da
AIPcCI encapsulada em F-127, por sua vez, tem-se uma rapida liberacdo do FS independentemente
da razéo [AIPcCI]/[F-127mic] e da concentracdo deste copolimero.

Estes resultados, portanto, evidenciaram uma maior interacdo entre a AIPcCl e copolimero
P-123, que apresenta um maior grau de hidrofobicidade em comparagdo ao F-127. Como
explicitado, em razdes baixas [AIPcCI)/[P-123mic] (<1,5) e também com o aumento da concentracéo
de P-123, verifica-se um aumento na quantidade de sitios hidrofobicos deste copolimero, capazes de
solubilizar a AIPcCl na forma monomerizada. Este aumento da solubilizacdo da AIPcCl na forma
desagregada se deve a maior probabilidade de se encontrar uma molécula por micela em razdes
[AIPcCI]/[P-123mic]<1,5 e também ao aumento do nimero de agregacao do copolimero em fungéo
de sua concentracdo. Para o sistema AIPcCI/F-127, por sua vez, 0 maior nimero de unidades da
cadeia PEO em um unimero deste copolimero, aliado ao maior aumento do Nag em funcdo da
concentragdo, faz com que ndo haja a desagregacdo da AIPcCI devido a um maior volume e area
superficial da corona hidrofilica deste sistema.
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Adicionalmente, estudos envolvendo o processo de liofilizacdo/reidratacdo dos formulados
da AIPcCI encapsulada em P-123 mostraram que a liofilizagdo altera minimamente as propriedades
espectroscopicas do FS. Deste modo a liofilizagdo torna-se uma importante ferramenta visando-se o
aumento da estabilidade do formulado em relacdo ao do mesmo em solucéo.

Os formulados da AIPcClI incorporada em P-123 e F-127 (razdo [AIPcCI]/[copolimeromic]
<0,05) foram usados como FS na aplicagdo sobre os microorganismos S. aureus, E. coli e C.
albicans. Os formulados em F-127 ndo foram eficientes devido a auto-agregacdo da AIPcCI neste
meio enquanto os formulados encapsulados em P-123 apresentaram Otimos resultados na levedura
C. albicans e, principalmente, na bactéria S. aureus. Por sua vez, ndo foram observados efeitos
contra a E. coli. Adicionalmente, a solubilizagéo direta do FS em uma solugdo aquosa contendo as
micelas poliméricas de P-123, ndo foi eficaz contra os microorganismos, o que evidencia a
importancia do método de disperséo solida na formulacdo da AIPcCl desagregada neste copolimero.

A acdo mais efetiva dos formulados da AIPcCI encapsulada em P-123 frente a bactéria S.
aureus em comparacdo ao fungo C. albicans e, principalmente a E. coli, se devem a maior
complexidade da parede celular destes microorganismos em comparagao aos outros estudados. Os
efeitos calculados por quimiometria mostraram a importancia da concentracdo da AIPcCl e do
tempo de iluminacdo na eficacia da inativacdo de microorganismos.

Desse modo, a AlIPcClI encapsulada em micelas poliméricas de P-123 foram eficientes na
inativacdo de microorganismos e tem-se a perspectiva futura de aplicar tal formulacdo in vitro

quanto in vivo em culturas celulares.
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