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RESUMO

Em busca de fotossensibilizadores (FS) para aplicacdo na Terapia Fotodinamica
(TFD), neste trabalho foi obtido o derivado de clorofila a (feoforbideo a - Pheid) a
partir de matéria-prima natural e foi realizada subsequente metalagdo com Zn para
obtencao do Zn-Pheid. As moléculas obtidas foram avaliadas quanto a propriedades
fotofisicas e fotoquimicas em meio homogéneo e sistemas de liberagéao
nanoestruturados. A analise dos FS em meio homogéneo demonstra que a
interferéncia de interacbes nao especificas e especificas com o solvente produziu
diferencgas significativas nos espectros de absor¢ao UV-Vis, deslocamento de Stokes
e rendimento quantico de fluorescéncia. Solventes nos quais os FS encontram-se
autoagregados levaram a menores valores de coeficiente de absortividade molar,
rendimento quantico de fluorescéncia e tempo de vida de fluorescéncia. A presenca
do metal coordenado ao anel clorinico para o Zn-Pheid possibilitou a formagao de
estruturas auto-organizadas do FS, sendo que em cloroférmio propde-se a
complexagao intramolecular do carboxilato com o metal central, enquanto em agua
tem-se a complexacgao intermolecular do carboxilato de uma molécula com o metal
de outra. Em comparacdo ao Pheid, a presenca do metal determinou a menor
fotoestabilidade do Zn-Pheid nos diferentes solventes avaliados, sendo que em
agua, meio adequado para aplicagbes biolodgicas, o rendimento quantico de
fotobranqueamento foi muito alto. Ainda, foi desenvolvido o sistema de drug delivery
misto baseado no fosfolipideo dipalmitoil fosfatidil colina (DPPC) e polimero
Pluronic® PF-127 vetorizado com &cido folico (PFA). A funcionalizagdo do polimero
foi confirmada por 'H-RMN, e andlise térmica. Os sistemas de liberagdo mistos
DPPC/PF-127 e DPPC/PFA apresentaram tamanhos na ordem de 10-20 nm na
presencga e auséncia do FS, o que é interessante para aplicacéo in vivo devido ao
efeito de enhanced permeation and retention (aumento de permeacéo e retencéo,
em tradugéo livre). A internalizagdo dos FS nos sistemas de liberagao possibilitou a
monomerizacao destes e alteracdes nas propriedades fotofisicas a diferir do sistema
a qual foi incorporado. Os resultados de fotobranqueamento nos sistemas de
liberagao evidenciam diferengas quando se relaciona a monomerizagao dos FS e a
fotoprotecdo. Para o Pheid a monomerizacao possibilitou a diminuicdo do efeito de
autossupressao de energia em meio aquoso, favorecendo 0s processos
fotoinduzidos, incluindo o fotobranqueamento, enquanto para o Zn-Pheid a
monomerizagcao no sistema de liberagao resultou em uma intensa fotoprotegcdo no
sistema de liberacdo, sendo que esta fotoprotecao foi mais intensa na presencga do
polimero funcionalizado com &cido félico. Assim, os sistemas de liberagdo obtidos
mostram-se promissores para a aplicacdo dos FS em aplicagdes fotodinamicas
futuras, atuando tanto na fotoprotecdo do FS como na vetorizagdo ativa deste
visando a maior seletividade do tratamento.

Palavras-chave: Feoforbideo; Fotoquimica; Sistema de liberagdo; Polimero,
Fotoprotecgao.



ABSTRACT

In the search of photosensitizers (FS) for application in Photodynamic Therapy
(PDT), in this work the chlorophyll a derivative (pheophorbide a - Pheid) was found
from natural raw material, in which subsequent metallation was performed with Zn to
obtain Zn-Pheid. Those molecules were evaluated for its photophysical and
photochemical properties in homogeneous media and nanostructured delivery
systems. The FS analysis in homogeneous medium demonstrates that the
interference of non-specific and specific interactions with the solvent produced
significant differences in the UV-Vis absorption spectra, Stokes shift and
fluorescence quantum yield. Solvents in which the FS were encountered self-
aggregated led to lower values of molar absorptivity coefficient, fluorescence
quantum vyield and fluorescence lifetime. The presence of the metal coordinated to
the chlorinic ring for Zn-Pheid enabled the formation of self-organized structures of
the FS, and in chloroform an intramolecular complexation of the carboxylate with the
central metal is proposed, while in water there is an intermolecular complexation from
carboxylate moiety from one molecule with the metal of another. Compared to Pheid,
the presence of the metal determined the lower photostability of Zn-Pheid in the
different solvents evaluated, and in water, a suitable medium for biological
applications, the photobleaching quantum yield was very high. Furthermore, a mixed
drug delivery system based on the phospholipid dipalmitoylphosphatidylcholine
(DPPC) and Pluronic® PF-127 polymer vectored with folic acid (PFA) was
developed. Polymer functionalization was confirmed by 'H-NMR and thermal
analysis. The mixed release systems DPPC/PF-127 and DPPC/PFA presented sizes
in the order of 10-20 nm in the presence and absence of FS, which is interesting
for in vivo application due to the EPR effect. The internalization of FS in the release
systems allowed their monomerization and changes in photophysical properties to
differ from the system to which it was incorporated. The results of photobleaching in
release systems show differences when it comes to FS monomerization and
photoprotection. For Pheid, monomerization enabled the reduction of the energy self-
suppression effect in aqueous media, favoring photoinduced processes, including
photobleaching, while for Zn-Pheid, monomerization in the release system resulted in
an intense photoprotection in the release system. This photoprotection was more
intense in the presence of the polymer functionalized with folic acid. Thus, the
release systems obtained show promise for the application of FS in future
photodynamic applications, acting both in the photoprotection of FS and in its active
vectorization aiming at greater selectivity of the treatment.

Keywords: Pheophorbide; Photochemistry; Drug delivery system; Polymer;
Photoprotection.
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1 INTRODUGAO

O uso de moléculas ativas farmacologicamente encontradas ao seu redor
para fins curativos e profilaticos € um aparato bem estabelecido pela humanidade
desde os primoérdios, ainda que ndo fosse possivel o esclarecimento de causa
e efeito destas estruturas e sua utilizacdo dependesse estritamente da experiéncia.
Plantas como papoula (gén. Papaver) e mandragora (gén. Mandragora) tém seu uso
descrito desde 5,000 anos a.c. (PETROVSKA, 2012). Com o avango da tecnologia
farmacéutica atualmente é possivel o isolamento e aperfeicoamento das mesmas
estruturas utilizadas desde a antiguidade, alcangando assim tratamentos mais
eficientes e especificos. Farmacos como acido acetilsalicilico puderam ser
desenvolvidos e produzidos em grande escala a partir do reconhecimento da salicina
como molécula ativa da casca de salgueiro, utilizada in natura desde 3,500 a.c.
(DESBOROUGH; KEELING, 2017).

Desta forma, a busca na natureza por moléculas que possam ser
transportadas para uso na medicina ¢é justificada n&o sé pela variedade de insumos
mas pelo fato dos mesmos serem utilizados como estruturas base para novos
farmacos levando a formulagdo de novos medicamentos mais eficazes e seguros. O
uso e estudo de fontes renovaveis como a luz em alianca a essas formulacdes se
tornam cada vez mais valiosos no sentido da utilizacdo dos fendbmenos observados
na natureza para fins diversos, entre eles a medicina. A terapia fotodindmica surge
neste contexto buscando através da combinacdo de farmacos, oxigénio e luz no
tratamento de infecgbes bacterianas, condicbes dermatolégicas e até oncoldgicas
(AGOSTINIS et al., 2011; KHARKWAL et al., 2011; WAN; LIN, 2014).

Nesse contexto, derivados de clorofila sdo compostos promissores para uso
na terapia fotodindmica de acordo com sua estrutura e matéria-prima abundante. A
extensa conjugacéo de elétrons 1 possibilita que tais moléculas sejam usadas como
farmacos de uso tépico e sistémico (RADESTOCK et al., 2007). O feoforbideo a,
metabdlito da clorofila a, € bem descrito na literatura como fotosensibilizador (FS)
adequado de acordo com certas premissas relevantes a terapia fotodinamica como
baixa toxicidade, biocompatibilidade, entre outros parametros fotofisicos. Desta
forma, este FS é explorado para diferentes usos, principalmente para uso como

farmaco anticancer - dentre uso uUnico ou junto a outros farmacos antineoplasicos
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(RUIZ-GONZALEZ et al., 2017; YOU et al., 2011; ZHANG et al., 2018), obtendo bons
resultados. Fung e colaboradores (2009) demonstram resultados promissores in vitro
no uso do feoforbideo a como protocolo de tratamento para células de
carcinosarcoma, promovendo apoptose celular e inviabilizando mais de 90% das
células analisadas em comparacédo a células nao tratadas a partir deste protocolo
(TANG et al., 2009).

Entretanto, a problematica recorrente entre fotossensibilizadores como o
feoforbideo a é sua hidrofobicidade. A agregagcdo em meios aquosos consiste em
grande desvantagem e diminui significativamente a biodisponibilidade do
fotossensibilizador. Para contornar essa situagdo, na literatura sao descritas
formulagées microheterogéneos como propostas de plataforma de drug delivery,
como lipossomas, nanoparticulas poliméricas, conjugados FS-polimero hidrofilico,
entre outros (CHATTERJEE; FONG; ZHANG, 2008). A conjuncédo benéfica entre
fotossensibilizador e lipossoma é explorada por diferentes autores (ISELE et al.,
1994; KRAMER et al., 1996; SONG et al.,, 2017). Atualmente, devido a baixa
estabilidade de lipossomas e sua captagdo pelo sistema imunolégico, sistemas
mistos a partir de polimeros hidrofilicos como polietilenoglicol (PEG) sao propostos
para promover maior tempo de circulagdo na corrente sanguinea através de suas
propriedades “furtivas” (MASTROTTO et al., 2020).

Ainda, é possivel aumentar a seletividade do sistema e consequentemente
diminuir seus efeitos colaterais sistémicos através da vetorizagcdo ativa da
formulacdo. A vetorizagdo ativa através da conjugagcdo da nanoparticula com
moléculas bioativas como anticorpos, proteinas ou fragmentos especificos pode
promover a captacdo seletiva da formulacdo por células que apresentem os
receptores buscados. A vetorizacdo ativa com acido folico € desenvolvida por
diversos autores e descrita como promissora para drug delivery de diferentes
farmacos, considerando que receptor do mesmo € super-expresso em células
tumorais de alguns tipos de neoplasia (LI et al., 2020; MANASPON; VIRAVAIDYA-
PASUWAT; PIMPHA, 2012; YE et al., 2014).

Desta forma, busca-se a otimizagcdo do tratamento com feoforbideo a
através do aperfeicoamento do FS e do encapsulamento do mesmo em sistema
nanoparticulado misto vetorizado com acido fdlico, desenvolvendo assim uma

formulagéo promissora para uso dentro da terapia fotodinamica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Processos fotofisicos e fotoquimicos

“We can easily forgive a child who is afraid of the dark; the real tragedy of life is when

men are afraid of the light.”

(Plato)

O estudo de processos fotofisicos e fotoquimicos se baseia
fundamentalmente nos efeitos decorrentes da interagcao entre fotons e a matéria. A
absorcao de um féton pelo grupo cromoforo de uma molécula gera o transito de um
elétron de um orbital ocupado (em seu estado fundamental) a um orbital vazio de
maior energia, conferindo a mesma um estado eletronicamente excitado (Figura 1).
Em relagdo a moléculas organicas, as transicbes de maior importancia séo as

referentes a excitagao de elétrons (11, ) e (n, T*) (WARDLE, 2009).

Figura 1. Diagrama representativo dos orbitais moleculares presentes no formaldeido.
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Fonte: adaptado de VALEUR, 2001.
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A partir deste momento, a energia absorvida do foton € somado a energia
total da molécula que parte do estado singleto fundamental (So) para os estados de
maior energia S1 (primeiro estado singleto excitado), S2 (segundo estado singleto
excitado), etc. Tal energia confere instabilidade a molécula em questdo, a qual
passa entdo por processos de decaimento de energia descritos no diagrama de
Jablonski (Figura 2) (WARDLE, 2009).

Figura 2. Representagado do Diagrama de Jablonski.

—Niveis de Energia
Absorcao
| Fluorescéncia

r Y — ——
52 NN Fosforescéncia
—_— AN Conversido Interna

Relaxamento Vibracional

7y A Conversdo Interssistema

=N NWNANANAS T =
= T, —

Energia

| 4 v
So

So: estado singleto fundamental; S1: primeiro estado singleto excitado; S2: segundo estado
singleto excitado; T1: primeiro estado tripleto excitado; T2: segundo estado tripleto excitado. Fonte:

pagina comercial da Edinburgh Instruments’.

O diagrama de Jablonski € uma representacdo dos niveis energéticos e
vibracionais que podem ser atingidos a partir da excitacdo de um composto. De
forma geral, os processos descritos a seguir ocorrem a partir do nivel vibracional
0 de qualquer nivel de energia, ja que a perda de energia por relaxamento
vibracional
— descrita como a transferéncia de energia intra ou intermolecularmente — ocorre em

escalas de tempos muito pequenas (em torno de 10 -2 s) (VALEUR, 2001).

1 Disponivel em: <https://trends.directindustry.com/edinburgh-instruments/project-25178-
193661.html>. Acesso em 19 abr 2020.
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Dentre os processos fotofisicos, pode-se caracterizar n&o-radiativos ou
radiativos que competem entre si, sendo que a contribuicdo de cada um depende de
sua constante de velocidade (k). A eficiéncia de cada processo é calculada através
da expressdo matematica de rendimento quantico (P) (Equagado 1) (ROHATGI-
MUKHERJEE, 1978).

numero de moléculas que sofrem o processo B Kprocesso

= S ; . - 1
‘bprocesso numero de fotons absorvidos kabsor(;éo D

A partir do estado Sn ou Tn, a conversao interna (Cl) € um processo de
transicdo entre estados vibrénicos isoenergéticos de mesma multiplicidade de spin.
A desativagao através da Cl acontece rapidamente principalmente a partir de niveis
de energia acima do S1, ja que a diferenga energética entre estes estados e o
primeiro estado singleto excitado € consideravelmente menor em relagao a diferenca
S1ww» So (10" a 10 s). Desta forma, outros processos radiativos e ndo radiativos
apenas competem a partir do menor nivel vibracional de S1 (VALEUR, 2001).

A fluorescéncia € um processo radiativo o qual ocorre a partir do nivel
energético S1 w» So. Processos radiativos sdo marcados pela perda de energia
através da emissao de fétons produzindo um espectro de emissédo a semelhanga do
espectro de absorcdo, a diferenciar apenas pelo deslocamento de Stokes, cujo
fundamento se deve a perda de energia decorrente do relaxamento vibracional apds
absorcédo So — S1. Como o processo de relaxamento vibracional € muito mais
eficiente (102 - 10-1° s) comparativamente a emissao de fluorescéncia (10-1° - 1077 s)
este Ultimo evento partira do menor subnivel vibracional de S1, causando um
deslocamento de energia no espectro de emissdo que ocorrera em maior
comprimento de onda, por conseguinte, menor energia. Tal deslocamento pode ser
verificado pela diferenga entre os maximos de absorgéo (So — S1) e emissao (S1—
So) (BALZANI et al, 2014; VALEUR, 2001).

O deslocamento de Stokes €& um pardmetro util para avaliagdo da
interacdo do sistema ao qual uma molécula esta inserida ja que o solvente pode
interferir com a mesma de duas formas principalmente: interagdes gerais

(universais),
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dependentes diretamente da constante dielétrica do solvente (ss) e o indice de
refragdo (n); interagdes especificas, ja relacionadas a formacdo de ligagbes de
hidrogénio, interagcbes acido-base, formacdo de exciplexos (complexos de
transferéncia de carga formados no estado excitado), entre outros (ROHATGI-
MUKHERJEE, 1978).

A considerar processos de decaimento energético proibidos por spin, tem-se
a conversao interssistema (CIS) e em consequéncia a fosforescéncia (PHS).
Naturalmente, transicbes entre estados de spin diferentes (singleto e tripleto) séo
proibidas pela regra de seleg¢ao de spin, a qual ndo permite transigdes entre estados
de diferente multiplicidade. Entretanto, perturbagcdes provindas de campos
eletromagnéticos fortes — de um nucleo de alto numero atébmico, por exemplo —
pode interferir no momento angular de spin do elétron e provocar uma “mistura” de
estados (acoplamento spin-érbita) em decorréncia do efeito do atomo pesado. De
forma que a perturbagao é relacionada ao campo eletromagnético proximo ao nucleo
atdbmico, quanto maior for o numero atdbmico maior a interferéncia; a presenca de
atomos pesados intra ou intermolecularmente no sistema pode promover maior
rendimento quantico para processos como conversao interssistema e fosforescéncia,
diminuindo o rendimento de desativagao por fluorescéncia. Transi¢cdes fortemente
proibidas passam a ser fracamente permitidas e assim possuem carater mais
competitivo em relacdo a processos naturalmente permitidos, possuindo em
consequéncia maior coeficiente de absor¢ao molar (s). Em relagdo a CIS, a mesma
consiste na transigdo S1 ww T1, cujo tempo de vida de decaimento 100 - 108 s
normalmente nao seria capaz de competir com outros processos de desativagcdo. A
partir do estado T+1, a Cl e a PHS sao transi¢des passiveis de acontecer, esta ultima
sendo uma transi¢ao radioativa e gerando emissao de fotons na ordem de 10°-1s
(BALZANI et al, 2014; ROHATGI-MUKHERJEE, 1978).

Ainda, outros processos intermoleculares podem tomar parte da desativacao
energética. A transferéncia de elétrons e/ou energia para o oxigénio molecular (O2)
se destaca como etapa crucial para o desenvolvimento da terapia fotodindmica. O
O2, molécula que em seu estado fundamental encontra-se no estado tripleto,
interage com o 3FS* para gerar, entre outras espécies, oxigénio singleto. (WARDLE,
2009; VALEUR, 2001).
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2.2 Terapia Fotodinamica

O termo magic bullet (bala magica, em traducdo livre) foi cunhado pela
primeira vez em 1900 pelo pesquisador Paul Ehrlich, laureado em 1908 com
o prémio Nobel de Fisiologia e Medicina. De forma sucinta, o conceito sugere um
tratamento que ou medicamento que trate de forma especifica a malignidade de
forma a nado atingir células saudaveis. A diminuicdo dos efeitos colaterais de
diversas medicagdes tem sido pauta de diversas linhas de pesquisa, sendo o uso da
terapia fotodinAmica uma de tais propostas.

O uso de luz e um fotossensibilizador que pode produzir espécies reativas de
oxigénio in situ pode promover uma terapia seletiva de forma que apenas a regiao
irradiada seria atingida pelas espécies citotoxicas. Ainda, o uso concomitante de
sistemas de liberagdo com active targetting (direcionamento ativo, em traducgao livre)
pode condicionar de forma ainda mais especifica o tratamento para os locais
necessarios no organismo.

A devida absor¢ao de luz pelo FS depende principalmente da capacidade do
mesmo de absorver em comprimentos de onda capazes de penetrar de forma efetiva
as camadas epiteliais, uma regido no espectro da luz visivel denominado “janela
fototerapéutica” — em torno de 600 a 1200 nm. Ainda, a presencga de oxigénio é
essencial ja que o modus operandi do FS depende principalmente de tal interagao.

As reagOes envolvendo oxigénio molecular e o 3FS* podem ser classificados

como tipo | ou tipo Il. Ainda, o mecanismo tipo | pode ser subclassificado em:

Tipo I (a): envolve a transferéncia de um elétron diretamente para o oxigénio
molecular formando o anion superdxido (O2~) ou para substratos vizinhos formando
assim espécies anibnicas ou catidbnicas que posteriormente dardo origem ao O2™
(Figura 3). Este ultimo é capaz de ser convertido em peroxido de hidrogénio (H202)

através da acdo da enzima superoxido dismutase (SOD). Ainda, o O2" é capaz de

reduzir Fe®* — Fe?*, que posteriormente pode produzir os &nions hidroxido (OH") e

radicais hidroxila (OH") através da redugdo do H202. Todas estas espécies reativas
de oxigénio (EROS) sao capazes de interagir com biomoléculas porém, devido a sua
natureza radicalar, OH' se destaca pelo seu extenso dano oxidativo a acidos graxos,
aminoacidos e acidos nucleicos, a depender do sitio de geracdo. Ainda, é capaz
de
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continuar formando espécies radicalares em cascata, causando extenso dano celular
(JOSEFSEN; BOYLE, 2008; PLAETZER et al., 2009).

Tipo I (b): Este mecanismo parte da transferéncia de um préton a partir de um
substrato, reduzindo o FS, gerando espécies radicalares que continuamente reagem
podendo produzir as mesmas espécies intermediarias descritas no mecanismo tipo |
(a).

Figura 3. Representacdo esquematica das reagdes do tipo | (a) e | (b).

Tipo I (a) Tipo I (b)
PS + Subs —> PS° "+ Subs”’ PS + RRH — PS-H'+ R’
P8 + 0y —> PS + O R* + O, —> RO’
PS* + 0, — PSS+ 0, RO,* + RRH — RO;H + R’

SOD

20, + 2H* — 30, + H0;
0, +Fe¥* — 30, + Fe?*
Fe’* + H,0,— Fe’* + OH®* + OH™
0" +OH" — '0; + OH”

Fonte: adaptado de JOSEFSEN, BOYLE, 2007.

O mecanismo tipo Il (Figura 4) é baseado na transferéncia de energia do FS
(T1) para o oxigénio molecular, naturalmente no estado fundamental tripleto, gerando

a espécie altamente reativa oxigénio singleto.

Figura 4. Representacdo esquematica das reagdes descritas para o mecanismo tipo Il

Tipo 11
PS + 30, — ps  + 1o,

Fonte: adaptado de JOSEFSEN, BOYLE, 2007.
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Existem 2 espécies produzidas a partir da transferéncia de energia entre o
3FS* e 0 oxigénio molecular: Oz (b'Z*g) e O2(a'Ag). Entretanto, quando em solugéo a
primeira espécie decai rapidamente para produzir a segunda, de forma que a
segunda espécie é a principal a ser tratada neste trabalho. As EROS produzidas e
principalmente o oxigénio singleto sdo capazes de reagir com componentes
celulares importantes que podem levar a processos de morte celular como autofagia,
apoptose ou necrose, além da promogao de respostas imunes e inflamatdrias ja que
€ naturalmente produzido no organismo por neutréfilos e macréfagos durante a
resposta imunolégica (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016; FAN; HUANG; CHEN, 2016;
REDMOND; KOCHEVAR, 2006).

Apesar de seu curto tempo de vida (1), curto alcance e possivel desativagéo
pelo solvente, O2 (a'Ag) é eficiente no ataque in situ a neoplasias malignas através
da destruicdo da prépria célula neoplasica ou da circulagdo que envolve o tumor,
impedindo o recebimento de oxigénio e nutrientes necessarios para seu crescimento
(REDMOND; KOCHEVAR, 2006).

Ainda, a terapia fotodindmica se mostra extremamente eficaz frente a
infeccbes bacterianas. A colonizagdo por microrganismos como Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Streptococci [-hemoliticos comumente
presentes em lesbes cutaneas pode prolongar a fase inflamatéria, gerando
diminuicdo nos niveis de fatores de crescimento e da diminuicdo da quantidade de
matriz extracelular (MEC) pelo nivel aumentado de metaloproteinases de matriz
(MMP), enzimas capazes de digerir proteinas da MEC (DAl et al., 2010; MAYET et
al., 2014; PASTAR et al., 2014).

Através do prejuizo da integridade da membrana celular desses
organismos, o uso da fototerapia se mostra mais eficaz contra bactérias Gram
positivas (G+) (Staphylococcus aureus, etc) em detrimento das Gram negativas (G-
) (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, etc). Tal diferenga se justifica pela
complexidade da membrana celular de bactérias G- que possuem, além da camada
usual de peptideoglicano comum a G+ e G-, uma membrana celular adicional que
confere maior protecdo a estes organismos. Entretanto, a adicdo de grupos
catibnicos na estrutura do FS possibilita a eficiente inativagcao de bactérias tanto G+
quanto G- pelo aumento da interagcdo com as cargas negativas presentes na
membrana (MERCHAT et al., 1996; MINNOCK et al., 1996).
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Neste contexto, o desenvolvimento de novos FS tém sido foco de pesquisa ha
décadas levando a uma variedade de diferentes estruturas que em sua maioria séo
baseadas em anéis tetrapirrélicos. A primeira geragdo de FS €& marcada por
farmacos com estruturas porfirinicas e pelo desenvolvimento do Photofrin® (Figura
5), o primeiro FS regulamentado pela FDA para distribuicdo e tratamento para
cancer pulmonar e esofageal. A formulagdo consiste em uma mistura de
mondmeros, dimeros, trimeros e oligbmeros de derivados de hematoporfirina.
Inovador, o Photofrin ® trouxe a tona as vantagens do uso da TFD como uma opgao
nado carcinogénica/mutagénica a partir das doses utilizadas e sem potencial de
desenvolvimento de multirresisténcia aos farmacos. Entretanto, apesar de eficaz, o
uso de Photofrin® acompanha efeitos colaterais como hiperssensibilidade a luz até 6
semanas apo6s o uso (JOSEFSEN; BOYLE, 2008).

Figura 5. Representacao estrutural de um oligdmero de hematoporfirina, utilizada como farmaco pelo

nome Photofrin®.
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Fonte: GOMES et al., 2018.
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A segunda geracdo de FS busca por estruturas que absorvam em
comprimentos de onda de menor energia, propiciando maior penetracdo tecidual.
Fotossensbilizadores desta geragdo compreendem derivados porfirinicos, como
ftalocianinas, naftalocianinas, clorinas e bacterioclorinas, sendo que estas duas
ultimas consistem em macrociclos tetrapirrélicos como estrutura cromdéfora,

provenientes principalmente da oxidagao da clorofila (WEIJER et al., 2015).

2.3 Derivados de clorofila como fotossensibilizadores
“Man cannot give a true reason for the green under his feet.

Why it should be green rather than red or any other colour.”

(Sir Walter Raleigh)

As clorofilas sédo diihidroporfirinas encontradas de forma abundante nos mais
diferentes organismos fotossintéticos, em especial a clorofila a (Figura 6), sendo sua
principal caracteristica sua intensa cor verde devido a fortes absor¢des nas regioes
do azul e vermelho do espectro eletromagnético, fazendo com que transmitam na
regiao do verde. Sua presenca € fundamental nos fotossistemas | e Il, complexos
presentes em diferentes organismos capazes de converter radiacdo eletromagnética
em energia quimica. Tais aspectos em consequéncia de sua estrutura fitoclorinica
trazem a clorofila a e seus derivados caracteristicas interessantes para TFD
observadas em seus espectro de absorgao.

As estruturas descritas acima possuem duas regides de interesse
caracteristicas de centros porfirinicos no seu espectro decorrentes das
transigbes (11, T*) a partir dos quatro orbitais de fronteira. As bandas sobrepostas
Soret sdo provenientes de transi¢des So- S2 polarizadas ao longo do eixo x (através
dos dois atomos de nitrogénio pertencentes aos anéis B e D) e y (transi¢do
transpassada pelos dois atomos de nitrogénio dos anéis A e C). Ja a banda Q mais
intensa, proveniente da transicdo So— S1 & especialmente interessante no que
concerne a TFD ja que estd dentro da “janela fototerapéutica”, de forma que a
radiacdo eletromagnética penetra mais profundamente nos tecidos. A cadeia fitilica
conjugada ao macrociclo ndo produz alteragdes significativas no espectro de

absorgcdo, mas
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impacta diretamente na hidrossolubilidade da clorofila e possui fungéo importante na
ancoragem da estrutura para correto posicionamento quando presente nos
cloroplastos durante o processo de fotossintese (GRIMM, 2006; WACHTER et al.,
2012).

Figura 6. Representagao estrutural da clorofila a.

HsCOOC OH

Fonte: adaptado de MILENKOVIC et al., 2012.

O feoforbideo a (Pheid) (Figura 7) € um metabdlito da clorofila a obtido a
partir de sua demetalacdo e defitlacdo. A demetalacdo da estrutura promove
diferengas no espectro, sendo que o uso do feoforbideo a e suas derivagdes na TFD
€ documentado na literatura, sendo relatada sua atividade contra diversas
neoplasias e atividade antimicrobiana (GEROLA, 2013; LEE et al., 2015; RUIZ-
GONZALEZ et al., 2017; WONGSINKONGMAN et al., 2002; YOU et al., 2011;
ZHANG et al., 2018).
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Figura 7. Representagdo esquematica da estrutura do feoforbideo a.

M,

H,COOC OH

HO o

Fonte: adaptado de MILENKOVIC et al., 2012.

Nao produzindo espécies citotdxicas quando nao irradiado, o feoforbideo a
possui absorgédo na regiao do azul (410 nm) e vermelho (bandas Q, especialmente
em 669 nm). Ainda, possui um longo tempo de vida (1) no estado tripleto (1= 10 s
em etanol) o que possibilita tempo suficiente para a formagdo de espécies
citotoxicas como '02 (da= 0.59 em etanol), Ainda, seu espectro demonstra 4 bandas
Q bem definidas, presentes em decorréncia da demetalagao do anel porfirinico que
leva a alteracao de simetria da estrutura (DER et al., 2000; E. XODO et al., 2012).

Como ja mencionado, a presenga de atomos pesados na estrutura de uma
molécula €& capaz de alterar, entre outros parametros, o rendimento quantico de
conversao interssistema (®isc) aumentando a eficiéncia de formagao do estado Ti.
Naturalmente, é interessante que nédo haja formacao de espécies citotéxicas como
subprodutos do processo fotossintético e moléculas como os carotendides
funcionam como supressores contra as EROS formadas (STRAIN, 1966).

Porém, a transposicado da clorofila e seus derivados para uso na TFD torna

interessante o uso de metais que tenham influéncia em seu ®isc. A possibilidade de
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insercdo de metais no centro do anel aumenta a gama de oportunidades para este
FS. Na literatura, sdo poucos estudos que descrevem a metalacdo e estudos das
propriedades fotofisicas do feoforbideo a (YOON, IL et al., 2011).

Para configurar um bom FS, o composto deve possuir certas caracteristicas
especificas como seletividade ao tecido doente; baixa toxicidade no escuro e/ou a
longo prazo, estabilidade, além de -caracteristicas especificas a um
fotossensibilizador como alto coeficiente de absor¢do molar na faixa terapéutica de
absorc¢ao; alto rendimento de oxigénio singleto, entre outras propriedades.

A alta hidrofobicidade de analogos porfirinicos leva a agregacdo em meios
anfifilicos, diminuindo significativamente seu ®a devido a menor capacidade de
absorcdo de luz e menor biodisponibilidade. O nudcleo porfirinico possibilita
interagdes T1-11 intermoleculares levando a agregag¢ao na forma de “empilhamento”
(stacking). Para evitar a autoagregagdo em solugdo do feoforbideo a e
derivados, um possibilidade consiste no seu encapsulamento em sistemas de
liberagdo como lipossomas, mantendo-o assim em sua forma monomeérica e intactas

suaspropriedades fotofisicas.

2.4 Sistemas de liberagao nanoparticulados

Apesar de seu potencial como FS, os feoforbideos apresentam estruturas
altamente lipofilicas o que dificulta sua biodistribuicdo no organismo e leva a
formagdo de agregados em meio aquoso. Dessa maneira, a formulacdo destas
moléculas em sistemas de liberacédo torna-se uma alternativa. O uso de sistemas de
liberacdo pode facilitar a absorcdo e transito de tais moléculas no organismo,
aumentando a biodisponibilidade dos FS.

Nesse contexto, lipossomas sdo uma opcao atrativa de plataforma de drug
delivery: sao faceis de produzir, biocompativeis, biodegradaveis e adaptaveis
para de liberacdo controlada. Ainda, sao flexiveis a estes farmacos a serem
incorporados, ja que a vesicula lipidica pode comportar moléculas hidrofébicas em
sua bicamada fosfolipidica ou hidrofilicas em seu core aquoso. Farmacos podem ser
encapsulados nas mesmas a partir de duas abordagens: passiva, que consiste na
incorporacgao do farmaco durante a formacao do lipossoma e de especial importancia
para ativos hidrofébicos; ativa, cuja incorporacao se da apos a estruturagcdo do
nanocarreador (AKBARZADEH et al., 2013; BULBAKE et al., 2017; LEMBO;
CAVALLI, 2010).
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O arranjo de fosfolipidios como DPPC (Figura 8), DMPC, entre outros, em
uma estrutura coloidal é governado de forma geral pela repulsdo hidrofébica das
cadeias ao meio aquoso ao qual estdo inseridas; desta forma, a porgcao hidrofilica da
estrutura se posiciona de maneira a formar uma corona; um core entdao é formado e
preenchido pela por¢ado hidrofébica que se mantém protegida. O auto arranjo
espontaneo destas moléculas em uma particula coloidal quando acima da
concentragdo agregacional critica (CAC) em solugao possibilita um método facil e
rapido para obtencdo destes sistemas. A CAC corresponde ao limite de
concentragcdo em que ha uma saturagao interfacial levando a auto agregacédo do
sistema (BULBAKE et al., 2017; CALIXTO et al, 2016; CHAKRABORTY;
CHAKRABORTY; GHOSH, 2011).

Figura 8. Representacgéo estrutural da dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC).
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Fonte: adaptado de RUNGUANG et al., 2016.

A internalizacdo de lipossomas através da membrana celular geralmente é
ocorre através de endocitose ou fusdo. As caracteristicas celulares e do proprio
lipossoma sao definitivos em relacado a eficiéncia da captura, sendo que de forma
geral lipossomas com carga catibnica de superficie sdo mais aptos em decorréncia
da interacao eletrostatica com a carga negativa da membrana celular (Dan, 2002).

Lipossomas naturalmente se acumulam em tecidos tumorais através de
vetorizagdo passiva, ou efeito EPR (enhanced permeabilization and retention,
permeabilizacdo e retengdo aumentada, em tradugdo livre). O tecido neoplasico
demanda angiogénese intensa levando a formacdo de vascularizagdo defeituosa,
com jungdes intersticiais “frouxas” entre as células do endotélio vascular. Assim,
nanoestruturas com < 200 nm sdo capazes de extravasar da corrente sanguinea

para o interior destes tumores e bioacumular nestes tecidos devido a escassa
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circulagao linfatica. Entretanto, como efeito EPR €& um mecanismo passivo, €&
altamente dependente do tempo de circulacdo do lipossoma para que o mesmo
possa ter a chance de efundir no tecido tumoral e vesiculas lipossomais sao
rapidamente opsonizadas e fagocitadas pelo sistema fagocitico mononuclear (MPS),
composto principalmente por macréfagos presentes no figado e no bago (MALAM;
LOIZIDOU; SEIFALIAN, 2009; MARUYAMA, 2011).

Nesse contexto, estudos recentes investigam o uso revestimento com
polimeros hidrofilicos como polietilenoglicol, entre outros, que conferem
propriedades furtivas aos lipossomas, aumentando seu tempo de circulagdo na
corrente sanguinea. A presenga de polimeros na superficie do lipossoma pode
impedir seu sequestro por células fagociticas mononucleares ja que através do
impedimento estérico impede a adsorgéo de proteinas importantes (DAN, 2002).

A classe de Pluronics® é composta por polimeros compostos de um bloco de
poli (6xido de propileno) flanqueado por dois blocos de poli (6xido de etileno), sendo
o Pluronic® F-127 (PF-127) a estrutura escolhida para este trabalho (Figura 9). Esta
classe de polimeros tém tomado cada vez mais espago em sistemas para liberagao
de farmacos em decorréncia de suas propriedades como baixa toxicidade,
hidrossolubilidade, versatilidade para solubilizacdo de farmacos hidrofébicos e
hidrofilicos, etc. (AKBARZADEH et al., 2013; PELLOSI et al., 2016).

Figura 9. Representacao estrutural do polimero Pluronic® F-127, onde os blocos de poli (6xido de

propileno) sdo descritos em vermelho e o bloco de poli (6xido de etileno) € demarcado em azul.
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Fonte: a prépria autora.

Nesse contexto, a formulacdo de sistemas mistos pode promover ao
lipossoma, estrutura ja consolidada, propriedades furtivas através do revestimento
da bicamada lipidica com PF-127, aumentando seu tempo de biocirculagdo. Ainda, a
vetorizagdo ativa pode proporcionar maior seletividade no tratamento de forma a

diminuir efeitos colaterais sistémicos, sendo que a estratégia configura na
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funcionalizagdo do sistema junto a moléculas que interajam diretamente com a
superficie de células tumorais, como anticorpos através receptores antigénicos e/ou
receptores de moléculas como acido fdlico.

Receptores de acido félico sao super expressos na membrana de células
neoplasicas (e.g. tumores epiteliais, ovarianos, cervicais, mamas, pulmdes, entre
outros) em decorréncia da sua alta demanda para sintese, metilacdo e reparo da
molécula de DNA, enquanto sua presenga em células saudaves é limitada. A
pequena estrutura do acido folico (Figura 10) e a manutengao da sua capacidade de
interagir com receptores mesmo conjugado a polimeros o torna promissor para uso
em sistemas de liberacdo (ZWICKE; MANSOORI; JEFFERY, 2012).

Figura 10. Representacao esquematica da estrutura do acido félico.
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Fonte: a prépria autora.

Wang e colaboradores (2007) demonstram um aumento na captacdo de
micela polimérica mista funcionalizada com acido félico. O aumento da concentragéo
intracelular do farmaco hidrofébico paclitaxel nas linhagens celulares analisadas no
estudo sugere aumento na internalizagao do farmaco através da interagdo do acido
félico com receptores expostos na membrana, avaliagao de acordo com o resultados
de outros autores na literatura (TIE et al., 2020; YE et al., 2014).

Assim, a utilizagdo sistemas poliméricos nanoparticulados mistos (Figura 11)

como plataforma de liberagdo € uma abordagem de interesse para a solubilizagéo e
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liberacdo dos FS nos sitios alvos, garantindo as propriedades fotofisicas de

interesse.

Figura 11. Representagcido esquematica da nanoparticula polimérica desenvolvida.
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Fonte: adaptado de Wang et al., 2013.

Além da vetorizac&o passiva através do efeito EPR, a funcionalizagado do PF-
127 através da conjugacdo com moléculas de acido félico pode proporcionar maior
seletividade no local de acdo do farmaco e aumentando a eficacia do tratamento,

além de possibilitar menor dosagem de uso.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Preparagcdo e caracterizagado fotofisica de derivados de clorofila a e
desenvolvimento de sistemas nanoparticulados mistos vetorizados visando

aplicagdes fotodinamicas.

3.2 Objetivos especificos

(i) Obter derivados de clorofila a (Pheid) e subsequente metalagéo (Zn-
Pheid) e caracterizacéao;

(i) Avaliar as propriedades fotofisicas dos derivados sintetizados em meio
homogéneo, como: deslocamento de Stokes; rendimentos quanticos de
fluorescéncia, tempo de vida de fluorescéncia, oxigénio singleto e
fotobranqueamento;

(iii) Sintetizar um derivado do Pluronic® F-127 vetorizado com acido folico e
caracterizar o produto através de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e
calorimetria diferencial exploratoria;

(iv) Preparar formulagdes mistas baseadas no fosfolipideo (DPPC) e do
polimero funcionalizado pelo método de dispersdo solida e caracterizacido dos
sistemas de liberagdo nanoestruturados pelas técnicas de espalhamento de luz
dindmico e potencial zeta;

(v) Caracterizacdo dos fotossensibilizadores nos sistemas de liberagcéo

nanoparticulados mistos quanto a suas propriedades fotofisicas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

O derivado de clorofila a, feoforbideo a, foi obtido por extragcdo através de
adaptacdo de metodologia descrita na literatura (STREIN, SVEC, 1966). O
feoforbideo a e derivados foram caracterizados pelos seus espectros de absorgao
eletronica (UV-Vis Varian Cary 50, EUA).

O surfactante polimérico Pluronic® F-127 (PF-127, MM = 12600 g mol') foi
obtido através da Sigma-Aldrich (EUA) e o acido félico (FA) adquirido através da
Dinamica (BRA). O fosfolipidio dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) foi obtido através da
Avanti Polar Lipidis Co. (EUA). Todos os materiais utilizados entre solventes,

surfactantes e reagentes sao de grau analitico (P.A.).

4.2 Obtencgao dos fotossensibilizadores
4.2.1 Extragao do feoforbideo a

Para obter clorofila, foram escolhidas espécies de plantas as quais possuem
grande quantidade da mesma. Folhas de agridao (Nasturtium officinale) (98,06 g)
foram suspensas em 200 mL de uma mistura metanol:éter de petréleo (2:1).
Posteriormente, foi realizada extracao liquido/liquido com uso de éter etilico:éter de
petroleo (1:1). A fase organica foi separada e o solvente evaporado, os pigmentos
foram entdo separados a partir de cromatografia em coluna com a utilizagao de silica
gel 60 A, 70 - 230 mesh, eluente éter de hexano:acetato de etila (80:20). Apds
evaporagao do solvente sob pressao reduzida, o feoforbideo a foi isolado como um
soélido marrom.

A identificagéo do feoforbideo a (C3sH3sN4Os, MM = 592.2685 g mol) foi feita
através de espectroscopia de absorcao eletrénica. A partir do produto obtido foi feita
uma solugdo estoque, em etanol, de concentragcdo caracterizada através do
coeficiente de absorgdo molar (¢) descrito em literatura (para A = 667 nm, € = 49000
L mol~'cm™") (GEROLA et al., 2012).

4.2.2 Sintese do feoforbideo de zinco (Zn-Pheid)
Para a sintese do Zn-Pheid, dissolveu-se 0,0166 mmol de feoforbideo

em5mL de diclorometano (DCM), e juntou-se 0,0332 mmol de acetato de zinco
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dihidratado dissolvido em 5 mL de metanol (MeOH). A mistura foi colocada em

refluxo, no escuro, por 2 h (Esquema 1).

Esquema 1. Sintese do feoforbideo de zinco (Zn-Pheid).

C4Hg04Zn.2H,0

DCM, MeOH, 2 h,

,“’/YO” refluxo, no escuro
0

0

Apos o refluxo, a solugao foi diluida em agua e o produto foi extraido 3 (trés)
vezes com diclorometano. A fase orgéanica formada foi seca com sulfato de sédio
anidro e filtrada. O solvente foi entdo evaporado, obtendo-se um sélido verde escuro
com rendimento de 34,51%.

A identificagdo do Zn-Pheid (C3sH3sN4OsZn, MM = 655,18 g mol') foi feita
através de espectroscopia de absorgao eletrénica. A partir do produto obtido foi feita
uma solugdo estoque, em etanol, de concentragdo caracterizada através do
coeficiente de absorgdo molar (¢) descrito em literatura (para A = 660 nm, € = 75300
L mol~'em™") (GEROLA et al., 2012).

4.3 Obtencdo e caracterizagdo do conjugado Pluronic® F-127/Acido

folico

4.3.1 Sintese e purificagao do derivado polimérico
Para o desenvolvimento do derivado denominado PFA, foi utilizada
metodologia adaptada de (LI et al., 2020). Em 50 mL de DMSO seco
previamente em peneira de 4 A, foram adicionados 1,9 mmol de &acido fdlico e 1,75
mmol de N, N*-diciclohexilcarbodiimida (DCC); a solugdo foi entdo deixada em
agitacao por 24 h, em aproximadamente 0 °C e sob atmosfera de argbnio. 1,2

mmol de Pluronic® F-
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127 junto a 0,8 mmol de DMAP foram ent&do adicionados e o sistema foi deixado

poroutras 48 h, aquecendo naturalmente até 25 °C (Esquema 2).

Esquema 2. Sintese do derivado PFA.
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Apos este periodo, o sistema foi centrifugado para posterior remogao de

subprodutos insoluveis. O sobrenadante foi entdo coletado e colocado em
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membrana de dialise (MWCO = 1000 Da) em DMSO por 6 h e posteriormente em
agua deionizada por 48 h, renovando regularmente o solvente do sistema.

Para remogé&o da agua, o produto foi liofilizado em liofilizador de bancada
(Terroni, BRA) até completa remo¢ao do solvente. A caracterizagdo foi feita através
de RMN H' (DRX Avance 200 MHz, Bruker, EUA) usando o solvente DMSO-d® como
solvente (Anexo A).

A analise por DSC foi realizada nas condigdes: curvas obtidas em célula Q20
(TA Instruments, USA), aquecimento 10 °C/min de 0 a 250 °C, atmosfera
dinamica de nitrogénio 50 mL/min, utilizando cadinhos de aluminio hermeticamente
fechados com aproximadamente 2 mg de amostra. Os dados obtidos foram
processados em software OriginPro 9.

O rendimento de funcionalizagdo foi obtido através de curva de calibracéo
com acido félico em DMSO, onde diferentes concentragcdes de acido fdlico
solubilizado no solvente supracitado foram lidas em espectrofotémetro UV-Vis Varian
Cary50 (Varian, EUA) e as leituras em 285 nm foram utilizadas para a construgao da

curva.

4.3.2. Obtencao e caracterizagao do sistema de liberagdao misto

Os sistemas de liberagcdo foram produzidos de acordo com metodologia
adaptada de Freitas e colaboradores (2019). Os sistemas de liberacdo foram
produzidos a partir de um filme fino obtido apds evaporacao de 5 mL de uma mistura
de cloroférmio:metanol (4:1) contendo diferentes composicées de PF-127/DPPC/FS
ou PFA/DPPCI/FS, suas respectivas concentracdes sdo descritas na Tabela 1. Apds
12 h em dessecador para retirada de qualquer resquicio de solvente, o sistema foi
ressuspenso em tampao PBS 0,01 mol L' (pH 7,4) sob ultrassom (P = 66W,
Ecosonics, BRA) por 1 h.
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Tabela 1. Componentes do sistema misto nanoparticulado e suas respectivas concentragoes.

Componentes Concentragédo (mol L)
PF-127 1,59x10® |
PFA 1,59x103
DPPC 5,44x10*
FS 4,00x10®

4.3.3 Determinacgao da concentragao micelar critica (CMC)

A CMC foi determinada através do uso de sonda fluorescente de pireno, em
concentragdo de 5x10”7 mol L', em tampao TRIS 0,01 mol L' a pH 7,4. Neste
estudo foi escolhido o comprimento de onda de excitagao (Aexc) de 340 nm; leitura
entre 350 a 500 nm; slit de excitacdo e emissao 10 e 2,5, respectivamente. Para a
obtencdo da CMC, foi utilizada a razdo entre a emissao das bandas I/l e li/lexc,
obtidas através de espectros de fluorescéncia adquiridos no equipamento Cary
Eclipse (Varian, EUA).

Ainda, a CMC do derivado foi determinada complementarmente através da
alteracao da tensao superficial a partir da adicado de PFA em tampao TRIS 0,01 mol
L' a pH 7,4. Tais medidas foram realizadas com auxilio do equipamento EasyDyne
(Kruss, EUA).

4.3.4 Caracterizagao do espectro de absorgao do FA e do PFA em
fungao do pH
O perfil de absorgao espectral do acido félico e do PFA foi registrado em
funcdo do pH (2,5 - 7,5). O ajuste dos valores de pH foi realizado com o auxilio do
potenciébmetro Metrohm modelo 713. Foram utilizados os tampdes citrato, TRIS e
carbonato, todos a 0,01 mol L-'. Para os compostos utilizados, foram padronizadas
as concentragdes de [FA= 2,6x10° mol L] e [PFA = 7,6x10 g/mL].
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4.3.5 Analise do diametro hidrodindmico e potencial zeta dos
sistemas coloidais
Os diametros hidrodinamicos e potenciais zeta dos sistemas de liberagao
foram determinados com auxilio do equipamento de espalhamento dinamico de luz
DLS - ZetaPlus (Brookhaven, EUA).

4.4 Caracterizacao espectroscoépica dos fotossensibilizadores em meio

homogéneo e nos sistemas mistos de liberagao

4.41 Determinagao do deslocamento de Stokes e rendimento quéntico
de fluorescéncia (®r)

A partir dos compostos obtidos, foram feitas analises em etanol, agua e
cloroféormio de seus espectros de absorcao eletronica usando um espectrofotdbmetro
Varian Cary50, e também de emissdo de fluorescéncia registrada em um
espectrofluorimetro Cary Eclipse (Varian, EUA).

Todas as medidas foram realizadas em cubetas de quartzo com quatros lados
translucidos a 25 °C. As concentragdes do Pheid e do Zn-Pheid foram de 8,32x10-7
mol L' e 9,91x107 mol L', respectivamente. Para obter os espectros de emissdo de
fluorescéncia, as moléculas foram excitadas em comprimento de onda de 411 nm,
slits de excitacao e emissao 5 e 5, respectivamente.

A partir dos espectros de absor¢cdo e emissdo em diferentes solventes foi
possivel obter o valores de deslocamento de Stokes para cada meio através da

Equagao 2:

Av (em™) = 107< rt 1 > (2)

/‘labs,max lemi,max

No caso acima, Aabsmax € Aemimax referem-se ao comprimento de onda de
absorcao e emissdo maximo, respectivamente.

O calculo para obtencéo do valor de rendimento quéntico de fluorescéncia é
entdo adquirido através da Equagao 3, utilizando-se do valor de referéncia do
feoforbideo a em etanol como padréo (®e = 0,30) (GEROLA et al, 2011).
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_ Abschnpz
F= Abschncz P

(3)

Para a equagao acima, descreve-se o subindice p representando o composto
padrédo e o subindice ¢ denominando o composto a ser analisado; Abs a
absorbancia da banda Q, F a area espectro de emissao. Os indices de refracao

(denotados como n) foram retirados do HandBook de fisica e quimica (LIDE, 2005).

4.4.2 Determinacao do tempo de vida de fluorescéncia (1¢)

Para as analises de tempo de vida de fluorescéncia para cada FS em meio
homogéneo e heterogéneo foi utilizado o equipamento EasyLife. A concentragcado dos
FS escolhida foi 4x10® mol L', justamente por ser a concentragédo utilizada para
formulacao dos sistemas coloidais. Para esta analise, foi utilizada fenda de 5,5 nm e
um LED de comprimento de onda correspondente com a regidao de absorgao da
banda Soret em aproximadamente 370 nm, com adi¢ao de filtro em comprimento de
onda de 380 nm. Ainda, foi feita leitura de padrdo de comparacao IRF (suspensao
aquosa de silica coloidal, 30% em massa) na mesma intensidade de cada analise de
FS, cuja variagédo de intensidade é alcangada através da abertura ou fechamento da

fenda de leitura.

4.4.3 Determinacao do rendimento quéantico de fotobranqueamento
(Prs)

A fim de avaliar o efeito do metal, diferentes solventes, supressores e
condigdes no processo de fotodegradagdo dos compostos analisados, foram
realizadas cinéticas de fotobranqueamento monitoradas por espectroscopia UV-Vis
através do espectrofotdbmetro Varian Cary50, utilizando-se de cubetas de quartzo
com 4 faces translucidas. As reacdes de fotobranqueamento foram acompanhadas
para os FS (5x10-® mol L"), com o auxilio de um laser vermelho com emissdo em
comprimento de onda 648 nm (P= 100 mW) como fonte de radiagdo continua. As
cinéticas de fotobranqueamento foram acompanhadas pela variacdo da absorgao da

banda Q com o tempo de iluminagédo. As constantes de velocidade de
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fotobranquemaneto (krs) foram obtidas pelo ajuste das cinéticas a modelos de

primeira ordem, ou reagdes em duas etapas consecutivas de primeira ordem.

Os valores de ®rsforam obtidos através da Equagao 4 descrita abaixo

(Ag —A)V4N, hc
el fot fff P(D)Iy(1 — 10-bee) e~ kPtdadt

brp = 4)

onde Ao e A sdo as absorbancias inicial e final, respectivamente, Vs é o
volume de solugéo na cubeta, N, é a constante de Avogadro (6,022 x 102 mol"), h
é a constante de Planck (6,626 x 103 m2.kg.s™"), ¢ é a velocidade da luz (3 x 108
m.s™ '), € é o coeficiente de absorgdo molar (L.mol*.cm') do composto em questdo no
solvente analisado, I é o caminho &tico da cubeta (cm), *2 e "1 séo
os comprimentos de onda final e inicial (nm) - respectivamente, P € a poténcia (W ou

m2.kg.s3) e krs € a constante de velocidade da fotodegradagéo (s™).

4.44 Determinacao do rendimento quantico de oxigénio singleto

(Pa)

Para o estudo e avaliagdo da producdo de oxigénio singleto pelos FS foi
utilizada uma solugdo de acido urico (AU) 1x10* mol L' em etanol como sonda.
Facilmente oxidado pelo oxigénio singleto produzido, a diminuigdo da absorbancia
do composto em 290 nm é monitorada e o ®a pode ser calculado através da

Equacao 5, estabelecida por Gerola e colaboradores (2012).

_ #i
$r= —pVA (5)
¥Ya
A equagao acima descreve o valor de ®a de acordo com os valores de
rendimento de oxigénio singleto do padrao de feoforbideo a em etanol (¢{), cujo
valor segundo a literatura € 0,51 (GEROLA et al, 2012). Ainda, sao utilizados os
valores de eficiéncia fotodindmica do padréo (yX) e do FS a ser analisado (yA), cuja

expressao a ser utilizada para seu calculo é descrita abaixo (Equagéao 6),
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kAU
N Abs

YA x (6)

onde kau € a constante de velocidade de fotodegradagdo do acido urico, e

Nabs, € 0 numero de fétons absorvidos pelo FS (Equagao 7).

Ny = [0, A=107=P) P, 2 (7)

N he-

onde Nq€é o valor da constante de Avogadro (6,022 x 10?3 mol'), h é a

constante de Planck (6,626 x 10-3* m?.kg.s™), ¢ é a velocidade da luz (3 x 108 m.s™).

Ainda, € descreve o coeficiente de absor¢do molar (L mol™" cm ™) do FS, I o
caminho 6ptico da cubeta (cm), A2 e A1 sdo os comprimentos de onda final e inicial
(nm) - respectivamente, P é a poténcia (W ou m?.kg.s3) e Até o tempo de

iluminacao de 10 minutos.
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5RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagao dos fotossensibilizadores em meio homogéneo

5.1.1 Caracterizagao fotofisica

O anel clorinico presente nos derivados de clorofila conferem ao espectro de
absorcao na regido do UV-Vis caracteristicas distintas facilmente identificaveis.
Destaca-se a presenga da banda Soret na regido de 400 nm e a banda Q em
torno de 650 nm. A determinagdo do comprimento de onda para cada banda é
através da diferenca de energia entre os orbitais HOMO e LUMO, cujas transigbes
entre os mesmos dao origem aos sinais observados. Por conseguinte, mudangas
estruturais que alterem os niveis de energia desses orbitais podem ser avaliadas
através desses espectros. Estruturas diferentes podem alterar estados de
agregacao, grau de protonagao, polaridade e polarizabilidade, etc. (LAKOWICZ,
2006).

Nesse sentido, inicialmente registrou-se o espectro de absor¢do do Pheid e
do Zn-Pheid em solventes de diferentes polaridades (Figura 12). Os comprimentos
de onda maximos e coeficientes de absortividade molar sdo expostos na Tabela 2.
Conhecidamente, o Pheid é solubilizado e monomerizado em etanol, enquanto em
meio aquoso encontra-se autoagregado (EICHWURZEL; STIEL; RODER, 2000). As
variagbes das bandas do Pheid monomerizado e agregado podem ser observadas
na Figura 12a, evidenciando para a espécie agregada em agua uma grande
diminuicao do coeficiente de absortividade molar e o alargamento das bandas.
Adicionalmente, em cloroférmio o Pheid manteve as caracteristicas de mondémero.
Os valores de comprimento de onda maximo encontrados para o Pheid estdo de
acordo com o exposto na literatura (FIEDOR et al., 2003). Para o Pheid, tanto a
banda Q como a banda Soret sdo pouco sensiveis ao solvente, com a excecao
sendo em agua, onde as alteragdes no espectro e nos parametros obtidos resultam

da agregacgao do FS.
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Figura 12. Espectros de absorgao para (a) Pheid (3,91x10°mol L") e (b) Zn-Pheid (7,7x10¢ mol L")

em diferentes solventes.
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Tabela 2. Valores de comprimento de onda maximo (Amax) € coeficiente de absortividade molar (¢)

para as bandas Soret e Q.

Etanol Cloroférmio Agua

FS Amax & Amax € Amax €

(nm) (10°molL'cm™) (nm) (10°molL'cm’) (nm) (10°mol L'cm™)

Pheid 409 97,1 415 117 381 30,1
667 49° 669 55 685 15,3

Zn- 428 90,9 426 118,6 415 45,9

Pheid 659 75,32 660 90,9 662 32

aGerola et al., 2011.

De maneira similar ao Pheid, o Zn-Pheid mostrou-se monomerizado em
etanol e cloroférmio e agregado em agua (Figura 12b). Estudos em relacdo ao
comportamento do Zn-Pheid em agua demonstram a manutengdo do comprimento
de onda maximo de absor¢do quando a espécie esta monomerizada e dimerizada, a
diferenciar pelo seu coeficiente de absorcdo molar e largura das bandas. Logo,
espera-se para o0 Zn-Pheid que a alteracdo do Amax esteja mais estritamente
relacionada a interagbes especificas com o solvente (EICHWURZEL; STIEL;
RODER, 2000).

Com relacao ao efeito do metal no espectro de absorcdo eletrbnica de
Zn- Pheid, observou-se um desvio batocrébmico da banda Soret e hipsocrémico
parabanda Q em comparacdo ao Pheid, sendo o efeito mais pronunciado para a
banda Soret. Fiedor e colaboradores (2003) encontraram o mesmo padrao para a
banda Q, onde as bandas para clorofilida a para etanol e cloroférmio encontram-se
na mesma posicao. No presente trabalho, a diferenga entre 0s Amax €ntre o Pheid e
Zn-Pheid nos diferentes solventes pode estar relacionada a alteragédo da
densidade da nuvem de elétrons ™ do macrociclo devido a presenga do metal,
consequentemente alterando as energias detransi¢éo (hvVmax) entre

0s orbitais do estado fundamental e excitado. O

deslocamento pode ser entdo correlacionado com a escala de eletronegatividade de
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Pauling (En), ja que o efeito indutivo gerado pela eletronegatividade do metal é
predominante neste caso. Por exemplo, metais como Pd — cuja
eletronegatividade esta em 2,2, contra 1,65 do Zn — possui tendéncia a
deslocar a banda de forma ainda mais significativa. Quando metalado com
paladio, o composto metil- feoforbideo produz um deslocamento de 25 nm (669
para 644 nm) (HARTWICH etal., 1998; YOON, IL et al., 2011).

Adicionalmente, registraram-se os espectros de emissao de fluorescéncia do
Pheid e do Zn-Pheid em diferentes solventes (Figura 13). E possivel observar que,
em comparagao aos espectros de absorgédo (Figura 12), o espectro de emissao de
fluorescéncia € apresentado como a imagem espelhada do primeiro espectro citado.
Tal efeito acontece de acordo com o principio de Franck-Condon, onde a transicao
eletrénica entre os estados acontece tao rapidamente que néo possibilita a mudanca
da geometria nuclear. Desta forma, os espectros de absor¢do e emissdo sao
invertidos e semelhantes, considerando que as transicdes eletrénicas e vibracionais

envolvidas em tais processos sdo as mesmas (LAKOWICZ, 2002).

Figura 13. Espectro de emissao de fluorescéncia para (a) Pheid (1,95x10-¢ mol L") e (b) Zn-Pheid

(9,9x107 mol L") em diferentes solventes.

(a) — Etanol
600 -  — (;Ioroférmio
—— Agua

400

Intensidade

200

650 700 750
Comprimento de onda (nm)



47

(b) —— Etanol
300 — Cloroférmio
—— Agua
[<}]
S 200
S
(72]
c
(]
whd
c
- 100
650 700 750

Comprimento de onda (nm)

Os espectros de emissdo de fluorescéncia dos FS apresentaram um
comprimento de onda maximo deslocado para o vermelho em relagdo ao espectro
de absorcdo (deslocamento batocrédmico) (Figura 14). O efeito do solvente em
relacdo a emissao de um fluoréforo pode compreender diferentes aspectos de
interacbes gerais como polaridade e polarizabilidade, viscosidade, indice de
refragdo, entre outros. De forma geral, solventes polares tendem a produzir um
desvio batocrémico ainda maior para o espectro de emissao devido a estabilizacao
do estado excitado. Tradicionalmente, estruturas no estado excitado possuem
momento de dipolo do estado excitado (Ue) maior em comparagdo ao momento de
dipolo do estado fundamental (uc). A estabilizagdo provinda do solvente do pe
provoca a diminuigdo da diferenca de energia entre os estados e leva a emissao em
comprimentos de onda maiores — i.e. menor energia. Ainda, € importante citar
possiveis alteracbes no espectro provindas de interacbes especificas entre o
solvente e o fluoréforo como ligagées de hidrogénio, formacédo de complexos de
transferéncia de carga, solvatagao preferencial, etc. (KATZ et al., 1972; LAKOWICZ,
2002).
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Figura 14. Sobreposicao dos espectros de absor¢édo e emissao de fluorescéncia para (a) Pheid
(2,31x10 mol L") e (b) Zn-Pheid (9,9x10-° mol L-') em etanol.
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O efeito do solvente na estabilizacdo do estado excitado pode ser

caracterizado pelo deslocamento de Stokes (Av); o mesmo é decorrente da perda de
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energia para o meio através de relaxamento vibracional apds a transicdo So—St;

desta forma, outros processos de desativagdo acontecem a partir do nivel

vibracional n para o nivel vibracional 0 do estado S1. Os valores de Av foram obtidos

através da equagao 2 para os compostos analisados e sdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Valores de comprimentos de onda maximos de absorgdo (Aabs) e emissdo (Aem), e de

deslocamento de Stokes (Av) em diferentes solventes, a 25 °C.

FS Aabs (NM) Aem (NM) Av (cm™)
Etanol
i Pheid 667 672 111 i
Zn-Pheid 659 665 137
Cloroférmio
Pheid 669 676 155
Zn-Pheid 660 664 91
Agua
' Pheid 685 i i |
Zn-Pheid 662 668 136

Para o Zn-Pheid os valores de Av mostraram a seguinte ordem: etanol

J agua > cloroférmio. Por outro lado, para o Pheid observou-se o maior

deslocamento de Stokes em cloroférmio seguido do etanol. Normalmente, os valores

de deslocamento de Stokes sao relacionados com a polaridade do solvente, que

interfere diretamente no dipolo do estado excitado estabilizando-o e diminuindo sua

energia, deslocando assim a emissao para comprimentos de onda de menor
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energia. Assim, para o Zn-Pheid o menor Av foi encontrado para o cloroférmio
seguido do etanol, contudo a sequéncia ndo foi seguida em agua. Por outro lado,
para o Pheid o maior deslocamento de Stokes foi observado para o solvente de
menor polaridade (cloroférmio).

De fato, espera-se para os FS investigados interajam de formas diferentes
com os solventes analisados. Avalia-se a ocorréncia de interagdes especificas com o
solvente, inclusive a possibilidade de formagao de diferentes espécies agregadas
em agua. Para o FS contendo o Zn?* como centro metalico coordenado aos atomos
de nitrogénio do anel pirrol, espera-se a formagéao de ligagbes axiais com moléculas
de solvente que possua elétrons isolados, possibilitando a doagéo de elétrons.
Essas interagdes axiais podem afetar tanto a solubilidade do FS no solvente, quanto
as suas propriedades fotofisicas. Em solventes apolares como cloroférmio, os
grupos carbonilicos periféricos na estrutura dos FS podem atuar como doadores de
elétrons e coordenar-se com o metal complexado (KATZ et al., 1972).

E possivel comparar os resultados obtidos com os parametros de
Kamlet- Taft - a (grau de doacéao de ligagao hidrogénio — acidez, ou capacidade
de receber elétrons), B (grau de aceptacao de ligacao hidrogénio, ou capacidade
de doar elétrons) e T (polaridade/polarizabilidade). Tais parametros sé&o
mostrados na Tabela 4. Para os solventes polares proticos (etanol e agua, com
maiores valores de
1) espera-se a formacgao de ligagdo de hidrogénio com grupos doadores de elétrons
perifericamente ligados a estrutura dos FS. Além disso, esses solventes podem estar
coordenados ao centro metalico (maiores () alterando o0 numero de

coordenacao.Em cloroférmio interagdes hidrofdbicas devem prevalecer.
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Tabela 4. Pardmetros de Kamlet-Taft para os diferentes solventes (REICHARDT, 2003).

Solvente a B m*

I 1 1 1
Etanol 0,86 0,75 0,54
Agua 1,17 0,47 1,09
Cloroféormio 0,2 0,1 0,58

A rigidez dos FS nos solventes € um parametro importante a ser considerado,
visto que a organizagdo do sistema pode contribuir de forma a possibilitar menor
numero de modos de relaxagao ao diminuir os possiveis graus de liberdade. Quando
se tem grande possibilidade de dissipagcdo de energia para o meio tem-se maiores
valores de Av. Comparando o Zn-Pheid em agua e etanol tem-se aproximadamente
0 mesmo Av, contudo seguindo a polaridade dos solventes espera-se o0 maior
deslocamento em agua. Os valores encontrados podem ser relacionados com a
organizagao do Zn-Pheid (autoagregado) em agua, o que diminui o numero de
modos de relaxagao possiveis.

Adicionalmente, determinou-se os valores de rendimento quantico de
fluorescéncia (®r), através da equagao 3, para os compostos analisados (Tabela 5).
Em etanol e cloroférmio, onde ambos os FS estdo monomerizados, observou-se um
maior rendimento quantico de fluorescéncia para o Pheid. Isso porque a inser¢cao do
zinco na estrutura pode aumentar a conversao interssistema para o estado tripleto,
que compete diretamente com a emissdo de fluorescéncia. O efeito do Zn no
valorde ®r é consequéncia do tamanho do atomo, visto que a influéncia do momento
angular orbital de um elétron em seu préprio momento angular do spin leva a um
acoplamento spin-6rbita, efeito que leva a uma mistura de estados: o estado singleto
passa a ter certo carater tripleto e vice-versa. Como transi¢cdes S1—T1 sao
naturalmente proibidas pela regra de conservagao de spin, sdo pouco provaveis; a
insercdo de atomos pesados como Zn aumenta o rendimento desses processos,
levando a diminui¢gdo do rendimento de caminhos competitivos como a fluorescéncia
(WARDLE, 2009).
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Em &agua, o rendimento quantico de fluorescéncia do Zn-Pheid foi de 0,1,
enquanto o Pheid ndo apresentou emissdo de fluorescéncia. Como discutido
anteriormente, em meio aquoso o Pheid encontra-se autoagregado, e este processo
resulta na diminuicdo de emissdo de fluorescéncia devido ao efeito de
autossupressao de energia (GEROLA et al., 2011). Adicionalmente, os espectros de
absorcao do Zn-Pheid evidenciaram a formagdo de autoagregados, sendo estes

ainda capazes de emitir fluorescéncia.

Tabela 5. Valores de rendimento quantico de fluorescéncia (Pr) e tempo de vida de fluorescéncia

('r), @ 25 °C.
02
Etanol Cloroférmio Agua
FS
| I ] I 1

Pheid 0,302 0,15 -b
Zn-Pheid 0,16 0,10 0,10

1e
Pheid 7,51 6,89 -b
Zn-Pheid 6,00 4,41 4,72

Viscosidade dos solventes utilizados (cP) a 25 °C: etanol (1,074); cloroférmio (0,908) e agua
(0,890). Fonte: LIDE (2005).
aValor de referéncia obtido em GEROLA et al, (2011)
b Nao ha emissao de fluorescéncia.

Para ambos os FS observou-se um menor ®r em cloroférmio em comparacao
ao etanol. Visto que em ambos o0s solventes espera-se a solubilizagdo e
monomerizacdo dos FS, a diferenca observada pode estar relacionada ao
favorecimento de outros processos na presencga de cloroférmio, como a conversao
interssistema e processos fotoquimicos. De fato, estudos prévios realizados com

derivados de clorofila em tetracloreto de metano (CCls) mostraram um rendimento
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quéantico de oxigénio singleto significativamente maior do que em etanol
(REDMOND, GAMLIN, 1999), o que esta em concordéncia com a maior converséao
interssistema no solvente halogenado.

Adicionalmente, registrou-se a emissao de fluorescéncia resolvida no tempo
para os FS nos diferentes solventes, como exemplificado para o Zn-Pheid em etanol
na Figura 15. Essas medidas foram utilizadas para a determinagaéo do tempo de
vida de fluorescéncia (1r) (Tabela 5). O tempo de vida do Pheid em etanol foi
ligeiramente maior do que em cloroférmio, enquanto em agua a baixa intensidade de
emissao devido a autoagregacao impossibilitou a determinagdo do tempo de vida.
Analisando os valores de 1r do Zn-Pheid, observa-se a seguinte ordem: etanol >
cloroférmio dgua. A maior variagdo no tempo de vida do Zn-Pheid com o solvente
pode ser devido a interagcbes especificas do FS nos diferentes solventes. Para
clorofilidas, é conhecida a coordenacgado intermolecular do oxigénio do grupo
carboxilato na posigdo axial do atomo de metal (Mg ou Zn) (KATZ et al., 1972;
GEROLA et al., 2011). Essa coordenagao deve estar diretamente relacionada a
polaridade do solvente, uma vez que em solventes mais polares e capazes de
formar ligacdo hidrogénio como a agua e o etanol tem-se a maior solvatacédo do
grupo carboxilato, diminuindo a formagao do complexo. Por outro lado, em solventes
como o cloroférmio a formacdo do complexo deve prevalecer, e isso resulta em
alteracdes das propriedades fotofisicas do FS, como a diminui¢do do tempo de vida
de fluorescéncia.

Essa hipotese pode ser confirmada pela analise do tempo de vida da
bacterioclorofila a — a qual possui Mg?* como metal coordenado (CONNOLLY;
SAMUEL,; JANZEN, 1982) em cloroférmio e etanol, para esse caso os valores foram
similares, evidenciando a importancia do carboxilato livre para a formagdo do
complexo. Ainda, a formagao dos agregados para Pheid e Zn-Pheid em agua parece
proceder de forma diferente: enquanto para Pheid existe clara supressdo dos
processos fotofisicas, a estrutura formada pelo Zn-Pheid aparenta manter parcela de
suas propriedades, de forma a apresentar 1F comparavel ao cloroférmio. Assim,
pode-se esperar para 0 Zn-Pheid em agua a formagdo de complexos axiais

intermoleculares.
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Figura 15. Cinética de decaimento do estado excitado para o Zn-Pheid (4x10¥mol L-') em etanol.
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5.1.2 Fotoestabilidade dos fotossensibilizadores em meio homogéneo

Um processo muito importante para os fotossensibilizadores no estado
excitado é o fotobranqueamento, que leva a diminuigdo da intensidade de absorcéo
sob iluminagao, e resulta na diminuicao da eficiéncia dos processos fotodinamicos.
Para a avaliagdo da fotoestabilidade dos FS nos solventes utilizou-se uma fonte de
luz LASER (LED, Amax= 663 nm, P= 100 mW). Os espectros de absor¢do em fungéo
do tempo de iluminacao para o Pheid e o Zn-Pheid em cloroférmio sao apresentados
nas Figuras 16a e 17a, respectivamente. Durante a iluminagdo houve uma
diminuicdo da absorgdo das bandas caracteristicas dos FS. As cinéticas de
fotodegradacao foram criadas na banda Q, e sdo mostradas nas Figuras 16b e 17b,
respectivamente. Como pode ser visto nas cinéticas, os tempos necessarios para a
fotodegradacdo dos FS sao muito diferentes, de maneira que a fotodegradacao
completa do Pheid leva cerca de 800 min, enquanto a fotodegradagdo do Zn-Pheid
ocorreu em aproximadamente 20 min, evidenciando a maior fotoestabilidade do

Pheid demetalado. Para uma quantificacdo desses resultados determinaram-se as



55

constantes de velocidade de fotobranqueamento (krs) € os rendimentos quanticos

de fotobranqueamento (®rs), expostos na Tabela 6.

Figura 16. (a) Espectros de absorcao sobrepostos em cloroférmio para fotodegradacao do Pheid

(3,91x10¢ mol L) e (b) Cinética de fotobranqueamento do Pheid em cloroférmio.
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Figura 17. (a) Espectros de absorgdo sobrepostos para fotodegradacdo do Zn-Pheid (7,77x106¢ mol

L-") em cloroférmio e (b) Cinética de fotobranqueamento para Zn-Pheid em cloroférmio.
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Tabela 6. Valores de constante de velocidade de fotobranqueamento (krs) e rendimentos quanticos

de fotobranqueamento (®rs) para o Pheid e Zn-Pheid em diferentes solventes.

FS krs @rs
(s7)
Etanol
| Pheid 1,1x107 1,4x10* |
Zn-Pheid 2,6x10* 6,9x1073

Cloroférmio

Pheid 6,0x10° 1,4x103
Zn-Pheid ki=1,3x102 0,29
ko= 2,0x10°3
Agua
Pheid 1,0x10* 1,0x107?
Zn-Pheid ki=1,8x102 0,65
ko= 2,5x10*

Constantes dielétricas dos solventes utilizados: etanol (24,70); cloroférmio (4,72) e agua
(78,39). Fonte: LIDE (2005).

Para o Pheid os valores de krs aumentaram na seguinte ordem: etanol <
cloroféormio < agua. Contudo, nesses solventes a capacidade do FS absorver
a radiacido é alterada como pode ser visto pelos valores de coeficiente de
absortividade molar. Assim, para comparar os processos de fotobranqueamento
determinou-se o rendimento quéantico de fotobranqueamento (Tabela 6). O maior
valor de ®rs foi encontrado em agua, seguido de cloroférmio e etanol, sendo que o
menor ®rs em etanol estd em concordancia com os valores de ®f discutidos
previamentes. Para o Pheid em etanol, tem-se o maior valor de ®r em comparagao

ao cloroférmio, e como 0s processos sdo competitivos espera-se a diminuigado do
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rendimento de outros processos fotoquimicos, dentre os quais o fotobranqueamento.
Quando se compara os valores de ®eg para o Pheid em agua e etanol, tem-se uma
fotodegradagdo muito mais intensa em meio aquoso, o que pode ser avaliado
através da diferengca da constante dielétrica (¢) de cada um dos solventes. Isso
porque a & da agua € muito maior do que a constante dielétrica do etanol,
possibilitando a estabilizacdo de espécies ion-radicais formadas durante a
fotorreacéo (SPIKES, 1991).

A cinética de fotobranqueamento do Zn-Pheid em etanol seguiu um modelo
de primeira ordem, obtendo a constante de velocidade de fotobranqueamento,
a partir da qual se determinou o ®re. Comparando os valores de ®rs em etanol,
observa-se a maior fotodegradagao para o FS metalado. Em concordancia com esse
resultado, Scheer e colaboradores (2006) descrevem a maior fotoestabilidade de
derivados de bacterioclorofila ndo metalados ou cujo metal coordenado nao
possibilite ligantes extras; desta forma, o oxigénio ndo permanece nas vizinhangas.
Estes compostos apresentam baixa afinidade em relagdo ao oxigénio, que nao se
liga da mesma forma como em estruturas metaladas com Zn?* ou Mg?*, por
exemplo, notadamente mais suscetiveis ao fotobranqueamento como exposto por
Gerola (2011) em seu estudo a partir de derivados de clorofila a. A presenga de Zn?*
no centro do anel possibilita a ligagdo axial com espécies reativas de oxigénio,
aumentando assim sua interagcdo e possibilidade de oxidacdo, levando a ®rs
consideravelmente mais altos que seu analogo ndo metalado.

Em adicdo, para o fotobranqueamento do Zn-Pheid em cloroférmio e agua, as
cinéticas ajustaram-se a um modelo biexponencial com duas etapas consecutivas,
obtendo duas constantes de velocidade ki e k2 (Tabela 6). Os rendimentos
quanticos de fotobranqueamento foram determinados a partir de ki1 (MASKILL,
1999). Para o Zn-Pheid os valores de ®rs seguiram a ordem: agua > cloroférmio >>
etanol. Nesse caso, os valores extremamente altos de ®rs em agua e cloroférmio,
bem como o perfil cinético em duas etapas vdo ao encontro da discussao anterior,
que sugeriu a formacao de complexos de coordenagao do carboxilato com o atomo
de zinco, de maneira intramolecular para o cloroférmio e intermolecular para a agua.
Assim, os efeitos observados na fotodegradacdo em fungao do solvente é resultado

de diferentes organizagdes do Zn-Pheid em cada solvente.
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5.1.3 Investigagdao do mecanismo de fotobranqueamento através do
borbulhamento de nitrogénio e adicdo de sondas supressoras de espécies
reativas de oxigénio

A presenga de oxigénio molecular é essencial para a efetividade do FS em
TFD. Contudo, a producédo de espécies reativas de O2 e oxigénio singleto, através
dos mecanismos do tipo | e Il, sdo o aparato para sua propria degradagédo. O
impacto da presenca destas espécies reativas pode ser avaliado através da
diminuicdo da sua concentragdo de oxigénio no meio pelo borbulhamento de
nitrogénio. Assim, foram realizadas cinéticas de fotodegradagao para os FS com e
sem o borbulhamento de N2, como exemplificado para o Zn-Pheid na Figura 18. Os
valores de constante de velocidade de fotobranqueamento e de rendimento quantico
de fotobranqueamento em etanol foram determinados para os FS (Tabela 7). Para
ambos os FS observou-se uma diminuicdo nos valores de ke € ®rg COM O
borbulhamento de nitrogénio. Esse resultado confirma a participagdo do oxigénio na
fotodegradagao dos derivados de clorofila, através da formagao de espécies reativas
de oxigénio. Vale destacar que a diminuigdo foi mais intensa para o Zn-Pheid, que
como previamente discutido apresenta a capacidade de ligar-se axialmente com as

espécies oxidativas, favorecendo os processos de fotodegradacéo.



Figura 18. Cinéticas de fotodegradag¢ao do Zn-Pheid em etanol com e sem borbulhamento de Na.
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Tabela 7. Valores de constante de velocidade de fotobranqueamento (kes) e rendimentos

quanticosde fotobranqueamento (Prs) em meio aerado e desaerado apos borbulhamento de No.

FS krB (07
(s™)
Etanol
Pheid 1,1x107 1,4x10*
Zn-Pheid 2,6x10* 6,9x102

Etanol em atmosfera de N>

Pheid 2,8x108 1,2x10°

Zn-Pheid 2,3x10° 1,3x10*
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reativa para a

fotodegradagao do FS, investigou-se a presenga de supressores “scavengers” nas

fotoreagdes. Por exemplo, a azida de sédio é utilizada como supressor de oxigénio

singleto, enquanto o DMSO ¢ utilizado como sonda para avaliar a formagao de

radical hidroxil (OHe), ja que o mesmo é facilmente oxidado para forma de acido

metanosulfénico. Os valores de constante de velocidade e de ®rs na presenca dos

supressores sao mostrados na Tabela 8.

Tabela 8. Descrigéo dos valores encontrados de krs € ®rs para os FS na presencga de supressores

de espécies reativas de Oa.

FS Solvente Supressor Espécie Krs ®rs
suprimida (10%s)
Pheid
Etanol - - 1,1x10”7 1,4x10*
Etanol DMSQO? HO- 8,4x10° 6,4x10*
Agua - - 1,0x10° 1,0x102
Agua Azida de 10, 1,2x104 1,6x1072
sodio®
Zn-Pheid Etanol - 2,5x10* 6,9x103
Etanol DMSQO? HO- 3,1x10* 8,3x1073
Agua - . ki=1,8x102 0,65
ko= 2,5x10°3
Agua Azida de 10, 7,2x10%° 0,17
sodio®

aConcentragao: 0,28 M.

bConcentragdo: 10 mM.
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Para o Pheid, na presenca de ambos os supressores (DMSO e azida de
sédio) observou-se o aumento da velocidade de fotodegradagdo e do rendimento
quéntico de fotobranqueamento (Tabela 8). Esse resultado indica de modo indireto
que o oxigénio singleto e o radical hidroxil ndo estdo diretamente envolvidos no
processo de fotodegradacédo do FS, nesse caso a clivagem do FS deve acontecer.
Em adi¢cdo, o aumento das velocidades de reagcdo na presenga dos supressores
deve ser consequéncia de interacbes especificas do FS e intermediarios da
fotorreagcdo com o DMSO e a azida de sodio. Vale ressaltar que os rendimentos
quanticos de fotobranqueamento do Pheid sdo extremamente baixos e esse FS é
fotoestavel.

Para o fotobranqueamento do Zn-Pheid também avaliou-se o efeito da
presenga de DMSO e de azida (Tabela 8). Assim como para o Pheid, o radical
hidroxil ndo aparenta ser importante no mecanismo de fotodegradagdo. Na
presenga de azida de sédio houve uma grande diminuicdo do rendimento quéantico
de fotobranqueamento para o Zn-Pheid, o que indicaria a participagdo do oxigénio
singleto no mecanismo de foto-oxidagdo. Contudo, uma observacao do espectro de
absorcao do FS na presencga de azida de sédio mostra uma grande variagéo (Figura
19), que indica a monomerizagdo do FS, ou seja, a diminuigdo do agregado
envolvendo a ligac&o axial intermolecular do carboxilato com o zinco. Esse resultado
pode ser explicado pela coordenagao axial da azida ao zinco (HIMO et al., 2003) e
esta em concordancia com o perfil cinético observado (Figura 20), de maneira que
na auséncia de azida quando o FS esta agregado tem-se uma reagdo em duas
etapas consecutivas (Figura 20a), enquanto na presenga de azida com o FS
monomerizado, a cinética seguiu um modelo de primeira ordem (Figura 20b). Assim,
os estudos de fotobranqueamento realizados corroboram com os resultados de

solvatacao e organizacao da molécula nos diferentes meios.
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Figura 19. Espectros de absorgédo do Zn-Pheid (7,7x10% mol L-') em agua e em solugdo aquosa de
NaNs (10 mmol L-).
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Com relacao a investigacdo do mecanismo de fotodegradacao na presenca
de scavengers, tem-se para os FS estudados uma interagdo significativa dos
supressores com os FS, que dificultou a avaliacdo da participacdo de espécies
reativas de oxigénio no mecanismo de reag¢ao. Ainda assim, estes estudos ajudaram
a visualizar a importancia dos estados de agregagdo do FS para a sua

fotoestabilidade.
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Figura 20. Cinéticas de fotobranqueamento do Zn-Pheid em meio aquoso na auséncia (a) e presenca

(b) de NaNs.
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5.1.4 Rendimento quantico de oxigénio singleto (®a)

O alto rendimento quantico de oxigénio singleto é caracteristica essencial
para possiveis FS, ja que esta forma reativa de oxigénio é essencial para o sucesso
da terapia fotodindmica. O uso de acido urico (AU) como sonda para obtengao do ®a
€ uma ferramenta de baixo custo, na qual se avalia a diminuicdo da banda
caracteristica da sonda (em aproximadamente 290 nm), que ocorre devido a rapida

oxidacao do AU na presenca do oxigénio singleto (Figura 21).
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Figura 21. Espectros de absorgéo do AU (1x10-*mol L-') em etanol na presenca de Pheid (1x10- mol

L") com o tempo de iluminagdo. A cinética de degradagdo do AU em 285 nm é inserida.
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Os valores de constante de velocidade de degradagdo do AU foram obtidos a
partir do ajuste a um modelo cinético de primeira ordem (anexo na Figura 2 e
Tabela 9). Em adicdo, a Tabela 9 mostra os valores de numero de fétons absorvidos
(Nabs) em 10 min de iluminagdo, o valor da eficiéncia fotodindmica quimica (Ja) e o
rendimento quantico de oxigénio singleto.

Os valores de ®a para o Pheid e o Zn-Pheid foram similiares entre si, e
préximo a 0,5, o que evidencia o potencial desses FS para gerar oxigénio singleto.
Por outro lado, espera-se na presenga de metais pesados coordenados ao centro do
anel porfirinico um aumento significativo do ®a. Isso porque o efeito do metal pesado
favorece o acoplamento spin-6rbita e favorece a transicdo S1—T1, onde acontece a
transferéncia de energia entre o FS e o oxigénio molecular (em estado tripleto

naturalmente), gerando entéo o] oxigénio singleto.
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Tabela 9. Valores de constante de velocidade de degradacgéo do acido urico (kau) e rendimento

qguantico de oxigénio singleto (Pa).

FS [FS] Kau (min™") Nabs La O
(10€mol L) (107" mol) (109)
I | | I | I |
Pheid 1 0,078 0,59
2 0,138 0,95 1,03 0,512
4 0,208 1,80
| | |
Zn-Pheid 1 0,123 0,77
2 0,184 1,36 1,00 0,49
4 0,136 2,50

2aROEDER et al., 1990.

| I | [
Os resultados encontrados vdo de acordo com o demonstrado na literatura, sendo

os valores de O, para a feofitina e a feofitina de zinco em etanol 0,51 e 0,46,
respectivamente (ROEDER et al., 1990; GEROLA et al., 2011). Como
discutido

anteriormente, o Zn-Pheid em etanol mostrou menor ® e 1= do que o Pheid, o
que sugere a maior conversao interssistema para o estado tripleto, e assim o Zn-
Pheid no estado tripleto deve ter menor eficiéncia no processo de transferéncia de
energia para o oxigénio molecular, favorecendo outros processos fotoquimicos,

como exemplo, as reacoes de fotobranqueamento.
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5.2 Caracterizagao dos sistemas de liberagao

5.21 Caracterizagao do Pluronic® F-127 funcionalizado com acido
folico

A caracterizagao do polimero funcionalizado foi realizada por H'-RMN, o
espectro € mostrado no Anexo A. Observou-se para o PFA (DMSO-ds, 200 mHz) os
seguintes deslocamentos quimicos, & (ppm): 1,00~1,08 (m, - CHs do PPO), 3,32~
3,50 (m, -CH2-CHO- do PPO e -CH2-CH20- do PEO), 4,53 (Ce-H2 do FA), 6,62
(hidrogénios aromaticos do FA), 7,46 (hidrogénios aromaticos do FA), 8,10 (C7-H do
FA). A presenca dos deslocamentos quimicos referentes aos hidrogénios aromaticos
do acido félico confirma a conjugagdo com o polimero. A baixa intensidade dos
protons provenientes do acido folico na estrutura se deve a baixa proporcionalidade
entre os hidrogénios relativos ao acido folico e o polimero, diminuindo a propor¢ao
entre os sinais observados no espectro.

Adicionalmente, realizaram-se medidas de calorimetria diferencial de
varredura (DSC) para PF-127, acido fdlico e PFA, os resultados obtidos sao
apresentados na Figura 22. Segundo a literatura, o ponto de fusédo para o PF-127 se
apresenta como um evento endotérmico em 56,15 °C ou 329,15 K. Neste trabalho, o
polimero apresenta o evento na mesma temperatura de fusdo, sendo que a curva
para o PFA apresenta um deslocamento deste evento e nido apresenta o evento
endotérmico caracteristico para o acido folico em 188,38 °C, garantindo a auséncia
de acido félico livre na amostra de PFA e a estabilidade do conjugado frente a
degradacao térmica, ja que este unico evento endotérmico presente para o acido
folico é descrito na literatura como sua degradacéo (BHOMIA et al., 2014, GAZZALI
A., et al, 2016). Além disso, a alteragdo no ponto de fusdo entre o polimero o seu

derivado, indica a alteragao na estrutura deste ultimo.
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Figura 22. Curvas térmicas para as matérias-primas (PF-127 e Acido félico) e para o derivado

polimérico (PFA).
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5.2.2 Determinagdo da concentragao micelar critica (CMC) do Pluronic®
F-127 funcionalizado com acido félico

Para a caracterizacdo do sistema polimérico, avaliou-se a concentragao
micelar critica do PF-127 funcionalizado com acido félico (PFA) e do PF-127 nao
funcionalizado para efeito de comparacéo. Inicialmente, a CMC foi determinada pela
utilizacdo do pireno como sonda fluorescente. Conhecidamente, o pireno € uma
sonda capaz de avaliar a variagdo de polaridade do meio, e consequentemente
pode-se avaliar a formacdo de micelas com microambientes hidrofébicos. Isso
porque com a formacdo de micelas, tem-se a particio da sonda para os
microambientes hidrofébicos. Os espectros de emissdo do pireno em diferentes
concentragdes de polimero sao apresentados na Figura 23a para o PF-127. Com o
aumento da concentracdo de polimero houve uma diminuigado da razdo das bandas |
e lll, observadas em 272 e 282 nm, respectivamente. Essa variacdo € mostrada na
Figura 23b e foi utilizada para a determinagdo da CMC de 2,4x10° mol L. Em
adigdo, acompanhou-se a formagao de excimero de pireno com maximo de emissao
em 475 nm. A presenga da banda do excimero é consequéncia direta da

interacao
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de duas moléculas de pireno no meio, uma no seu estado excitado (Py*) e outra no
estado fundamental (Py). A formacdo de excimero de pireno € dependente da
concentracdo da sonda e na concentracdo utilizada ndo € observada, contudo, com
a formagao de microambientes mais apolares tem-se a particdo da sonda para esses
microambientes resultando na formacdo do excimero. A razdo das bandas de
excimero e monoémero (lex/Im) em fungdo da concentracédo do PF-127 é mostrada no
Anexo B. Com o aumento da concentragdo do polimero houve um aumento da
formacdo de excimero, com maximo proximo a CMC. Para [PF-127] > CMC
verificou-se a diminuicdo da emissdo do excimero, o que é justificado pela

diluicdoda sonda nos microambientes hidrofobicos.

Figura 23. (a) Espectros de emissdo de fluorescéncia do pireno (5x107 mol L-') com crescentes
concentragdes de PF-127 (b) Razado da intensidade das bandas I/lll em fungéo da concentragéo de

polimero. Aexc= 340 nm.
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Para a determinagao da CMC do PFA utilizou-se inicialmente o pireno como
sonda fluorescente. Contudo, com a adicdo do polimero observou-se uma intensa

supresséo da emisséo do pireno.



70
A interacdo entre o acido félico presente no PFA e pireno com o

subsequente quenching de fluorescéncia deste ultimo pode advir de diferentes
processos. Oaumento da concentracao de PFA diminui a distancia entre as espécies
e pode provocar a formagao de exciplexo Pyr-PFA, provocando a transferéncia de
energia ressonante por Forster (FRET), entre outros processos. Diante do exposto,
nao foi possivel usar essa metodologia para a determinagdo da CMC do PFA e por
isso optou-se pela técnica de tensdo superficial (Figura 24). O uso da tensao
superficial para avaliagcdo da concentragcao micelar critica € fundamentado pela baixa
solubilidade em agua da cadeia hidrofébica do surfactante, assim, para baixas
concentragdes de surfactante — na forma monomérica, a porcao polar do polimero
permanece na interface aquosa enquanto a parte apolar mantém-se na superficie,
para minimizar ao maximo o contato com o meio aquoso. A presencga destas cadeias
na superficie desorganiza as moléculas de agua provocando a diminui¢do da tenséo
superficial. A CMC do PFA foi de 1,2x10-° mol L.

Figura 24. Grafico de tenséo superficial (mN/m) versus concentragéo de PFA para obtencdo da CMC.
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5.2.3 Caracterizagao do espectro de absorgao na regiao do UV-Vis do
acido félico e do PFA em fungcdao do pH e avaliagao da porcentagem de
funcionalizagao do polimero

Apesar da importancia do acido fdélico, inclusive em sistemas de liberagéao,
tem-se uma dificuldade na avaliagdo dos valores de pKas, devido a baixa
solubilidade e fotodegradacdo. Além disso, os valores de pKas referentes aos
equilibrio dos grupos carboxilicos (Anexo C) n&o podem ser avaliados por UV-Vis.
Levando em consideracéo os equilibrios mostrados no Anexo C, o pKa1 é de 3,36 e
o pkaz de 4,7 (SZAKACS; NOSZAL, 2006).

Apesar das limitagbes descritas anteriormente, investigou-se os equilibrios
acido-base do acido fdlico isolado e ligado ao polimero por UV-Vis, como uma
técnica adicional para a caracterizacdo do material funcionalizado. Os espectros de
absorcao do acido folico em fungdo do pH sdo apresentados na Figura 25, com
mudancas caracteristicas nas absor¢coes em 280, 300 e 350 nm. O perfil espectral
observado estd em concordancia com os espectros do acido folico em solugao
tampdo (MODUPE; MAURRAS; DIOSADY, 2020). Adicionalmente, registrou-se os
espectros de absor¢cao do PFA em diferentes pHs, e nesse caso, verificou-se que os
maximos de absor¢do do PFA ligado ao polimero foram equivalentes ao FA livre,
contudo a banda em torno de 280 nm mostrou-se menos definida. Apesar da menor
definicdo da banda em 280 nm para o PFA, tem-se um perfil de variagdo da
intensidade de absor¢do em fungédo do pH idéntico ao FA livre (Figura 26). Esse
resultado estd em concordancia com a funcionalizacdo esperada, evidenciando a
presenca de FA no polimero, além disso, o carboxilato ndo tem relagdo com a parte

cromofdérica da molécula.
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Figura 25. (a) Espectros de absorgdo UV-Vis do FA (2,6x10® mol L-') e (b) PFA (6,0x10-5 mol

L") em fungdo do pH.
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Figura 26. Intensidade de absorgéo do FA e do PFA em 280 nm em fungéo do pH. Medidas

realizadas a 25 °C.
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O perfil espectral caracteristico do FA mesmo apds a funcionalizagcdo em
sistemas de liberagcdo possibilita a avaliagdo da funcionalizagdo desses materiais
Para isso, normalmente avalia-se a banda em torno de 280 nm caracteristica do FA.
Neste trabalho, inicialmente realizou-se uma curva de calibragdo do acido félico em
DMSO (Anexo D), e como foi observado tem-se um perfil linear na faixa de
concentracao avaliada. O coeficiente de absortividade molar do acido folico em
DMSO foi obtido pelo ajuste linear do gréafico de absor¢ao versus concentragao, e foi
de 32,2x10% L mol' cm™'. Na sequéncia registrou-se a absorgdo de uma solugéo de
PFA (2,7 mg de PFA em 5 mL de DMSO), e a absorbancia em 280 nm foi de 0,6.
Com isso, calculou-se a razdo molar de acido félico/polimero de 0,44. A
funcionalizacdo esta dentro do esperado, tornando o material adequado para

avaliacédo dos sistemas de liberacao (LI et al., 2020).
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5.2.4 Caracterizagcao dos sistemas de liberagao mistos baseados

em PFA/DPPC

O PFA foi utilizado para a preparagao de sistemas de liberacdo mistos com o
fosfolipideo DPPC. A utilizagdo de um sistema de liberagdo de farmacos depende de
diferentes propriedades as quais este sistema deve-se adequar. Neste contexto,
foram avaliados os diametros hidrodinamicos (Dn) e potencial zeta (J) dos sistemas
desenvolvidos, os dados obtidos entdo descritos na Tabela 10. Para devida
comparacgao, foram feitos sistemas com apenas um unico componente (1, 2 e 3);

sistemas sem FS (4 e 5); sistemas completos — com FS (6, 7, 8 € 9).

Tabela 10. Valores de diametro hidrodinamico (Dh) e potencial zeta ([))encontrados para os

sistemasdesenvolvidos em tampao PBS (pH = 7,4) a 25 °C.

Diametro Potencial zeta * DP (Q)

hidrodinamico

(Dr) (mV)
Formulacéao (nm)
1 DPPC | 834,7 | -2,87 +0,57
2 PF-127 26,4 1,74 +1,04
3 PFA 15,5 -1,08 £1,48
4 DPPCIPF-127 16,2 +2,80 +1,60
5 DPPCIPFA 15,5 -2,22 41,79
6 DPPC/PF-127/Pheid 11,4 +3,37 1,50
7 DPPCIPF-127/ZnPheid 15,8 +2,25 +0,97
8 DPPC/PFA/Pheid 16,7 -0,84 +1,96
9 DPPCI/PFA/Zn-Pheid 17,4 +0,07 £0,52

DP: desvio padrao.
As substancias descritas acima seguem as concentragbes (mol L"): [PF-127] = 1,59x1073;
[PFA] = 1,59x10-3; [DPPC] = 5,44x10* e [FS] = 4,00x10-5.
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Analisando inicialmente os diametros hidrodindmicos dos componentes
individuais tem-se para o DPPC um tamanho maior de 800 nm, caracteristico de
vesiculas multilamelares, o que esta em concordancia com o método de obtengao
empregado o qual ndo utilizou processos de extrusao ou filtragdo. Para o PF-127 o
tamanho foi de 26,4 nm, compativel com tamanhos descritos na literatura para
micelas poliméricas (AW; GULATI; LOSIC, 2011). E interessante notar que o
tamanho micelar para o PFA foi significativamente menor em relagdo ao PF-127, o
que pode ser associado a diminuigdo do numero de agregac¢ao para o polimero
funcionalizado. Para os sistemas mistos DPPC/PF-127 e DPPC/PFA o didametro da
particula foi 46 nm. A obtencdo de vesiculas unilamelares de DPPC na presenca
de PF-127 funcionalizado com biotina foi reportada por de Freitas e colaboradores
(2019) com tamanho médio de 100 nm. Em adi¢ao, no presente trabalho a presenca
do FS néo afetou significativamente o didametro do sistema de liberagdo. Para melhor
visualizacao destes resultados, a Figura 27 mostra uma representagcdo esquematica

dos sistemas de liberagdo micelares, lipossomais e nanoparticulados mistos.
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Figura 27. Representacao esquematica dos sistemas desenvolvidos e de seus tamanhos

aproximados.

Micelas polimérias
PF-127 e PFA
26,4 e 15,5 nm, respectivamente

Nanoparticula polimérica mista
Aproximadamente 16 nm

Lipossoma
DPPC
834,7 nm

Fonte: adaptado de YANG et al., 2015; Wang et al., 2013; pagina da web?.

2 Disponivel em <https://www.essentique.com/liposomes/>. Acesso em 03 abr 2021.
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5.2.5 Caracterizagao espectroscopica dos fotossensibilizadores nos
sistemas de liberagao mistos

Os sistemas de liberacdo mistos foram investigados com relacdo a
capacidade de solubilizacdo e manutencao das propriedades fotofisicas dos FS. A
formacado de microambientes hidrofébicos possibilita a solubilizacdo do FS de forma
a manté-lo como espécie monomérica em meio aquoso, sendo que tal efeito foi
perceptivel através dos espectros de absor¢do, como exemplificado para o Pheid na
Figura 28, onde foi possivel observar que em meio aquoso a presenca do sistema
de liberagdo nanoparticulado de DPPC/PF-127 levou ao estreitamento das bandas
Soret e Q, e ao aumento do coeficiente de absortividade molar com relagéo a agua.

Esses resultados evidenciam a solubilizagao do FS na forma monomérica.

Figura 28. Espectros de absorcéo para o Pheid em agua (3,91x10¢ mol L-') e em DPPC/PF-127
(4x10¢ mol L-1).
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Ainda, é possivel observar um aumento significativo para a emissao de
fluorescéncia (Figura 29), de forma a caracterizar a presenca do monémero em
solugdo. Para o Pheid, é notavel a emissdo de fluorescéncia nos sistemas de

liberacdo em comparagao ao meio aquoso, o qual nao possui emissao significativa.
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Figura 29. Espectros de fluorescéncia para o Pheid (4x10 ¢ mol L-') em diferentes meios.
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A partir dos espectros de absorcdo e emissdo dos FS nos sistemas
deliberagcado mistos, determinou-se o rendimento quantico de fluorescéncia, sendo os
dados mostrados na Tabela 11. Os valores em agua foram adicionados para
comparagao. Adicionalmente, os valores de tempo de vida de fluorescéncia dos FS
em agua e nos sistemas de liberagdo sao apresentados na Tabela 11. Para o
Pheid,o0 aumento do rendimento quéantico de fluorescéncia nos sistemas de
liberacdo emrelacdo ao meio aquoso € resultado direto da maior solubilizagao dos
FS analisados. Quando se comparam os valores de ®rF com o0s solventes
estudados previamente, tem-se uma diminuicdo significativa da capacidade de
emissao defluorescéncia do Pheid nos sistemas de liberacdo. Neste caso, a
diminuicdo deve serconsequéncia do favorecimento de outros processos
fotofisicos, como exemplo, osprocessos de supressdo. O tempo de vida do Pheid
no sistema misto DPPC/PF-127foi similar ao registrado em etanol, enquanto uma
pequena diminuicdo foi observadaem DPPC/PFA. Para o Zn-Pheid os valores de
rendimento quantico de fluorescénciae de tempo de vida nos sistemas de liberagcao

mistos seguiram o padréo observadono meio homogéneo. Em relagdo aos valores

de tempo de vida, tanto para o Pheidquanto para o Zn-Pheid houve uma

diminuicdo no sistema misto DPPC/PFA, do polimero funcionalizado.
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Tabela 11. Valores de rendimento quantico de fluorescéncia (®r) e tempo de vida de fluorescéncia

(L).

(03 O R2

Solvente (ns)

Pheid

. T T 1

Agua - - -
DPPC/PF-127 0,077 7,74 0,99
DPPC-PFA 0,055 5,96 0,99

Zn-Pheid
Agua 0,10 4,72 0,97
DPPC/PF-127 0,20 4,59 0,99
DPPC/PFA 0,11 3,85 0,99

Em adicao, determinaram-se os valores de deslocamento de Stokes dos FS
nos sistemas de liberacdo (Tabela 12). A alteragdo de meio onde o FS encontra-se
afeta diretamente suas propriedades fotofisicas de forma que parametros como
deslocamento de Stokes podem ser alterados pela solubilizacdo dos compostos nos
sistemas de liberacdo. Como pode ser observado, os valores de Av foram maiores
na presenca do PFA e mais significativos para o Zn-Pheid, o que pode ser resultado
das mudancas de micropolaridade local e ainda do efeito de interagcdes especificas
do acido folico com o FS (transferéncia de carga, interagdes acido-base, etc) de

forma a justificar as diferencgas significativas observadas.
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Tabela 12. Valores de deslocamento de Stokes (Av) para os FS em meio heterogéneo.

)\abs Aem AV
(nm) (nm) (cm™)
Solvente
Pheid
. 1
Agua 685 - -
DPPC/PF-127 665 670 112
DPPC/PFA 670 678 176
Zn-Pheid
Agua 662 668 155
DPPC/PF-127 663 670 158
DPPC/PFA 668 677 199

5.2.6 Efeito dos sistemas de liberagcao mistos na fotoestabilidade dos
fotossenbilizadores

O uso de sistemas coloidais como plataformas de drug delivery € bem
explorado na literatura, a incluir especificamente para utilizacdo na terapia
fotodindmica (CALIXTO et al.,, 2016; CHATTERJEE; FONG; ZHANG, 2008). O
encapsulamento de FS em micelas poliméricas, por exemplo, pode aumentar a
proporcdo monomeérica em decorréncia da maior solubilidade do composto no meio
heterogéneo. A forma monomérica € sabidamente mais eficiente na producédo de
espécies reativas de oxigénio, essenciais para eficiéncia da terapia. Entretanto, a
forma monomérica também € mais suscetivel a fotodegradacdo em comparacéo a
espécies agregadas, de forma que o fotobranqueamento dos FS pode aumentar a

depender do grau de solubilizagdo no meio heterogéneo. Assim, avaliaram-se o0s
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processos de fotodegradagao dos FS nos sistemas de liberagdo. A Figura 30 mostra
as cinéticas de fotodegradacédo do Zn-Pheid em DPPC/PF-127 e DPPC/PFA.

Figura 30. Cinéticas de fotodegradagéo para o Zn-Pheid (4x10¢ mol L") nos sistemas de liberacéo

mistos.
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A considerar os resultados encontrados pelos ajustes cinéticos de primeira
ordem, obtiveram-se as constantes de velocidade de fotobranquemento (Tabela 13),
a partir das quais se calcularam os rendimentos quanticos de fotobranqueamento. E
possivel observar um favorecimento dos processos de fotodegradacdo do Pheid no
sistema misto DPPC/PF-127 em relagao a agua. Esse resultado pode ser explicado
pela solubilizagdo e monomerizagdo do FS neste meio favorecendo os processos
fotoquimicos, dentre eles a fotodegradacao. Adicionalmente, espera-se para o Pheid
uma localizacido externa no sistema de liberacado em um microambiente mais polar, o
que favorece a estabilizacdo de intermediarios dos processos de
fotobranqueamento. Por outro lado, o rendimento quantico de fotobranqueamento do
Pheid no sistema DPPC/PFA foi similar ao meio aquoso, mesmo com a

monomerizacao do FS. Para este sistema de liberagao, verificaram-se alteracbes em
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outros processos como menores tempo de vida e emissao de fluorescéncia, além de

um maior deslocamento de Stokes.

Tabela 13. Descrigdo dos parametros de fotobranqueamento encontrados para Pheid e Zn-Pheid

(4x10€ mol L") em sistemas heterogéneos.

Krs Ofp

Solvente (103s)

Pheid
Agua 0,10 0,010
DPPC/PF-127 0,28 0,087
DPPC/PFA 0,09 0,013

Zn-Pheid
Agua ki= 18 0,65

ko= 0,25

DPPC/PF-127 2,44 0,095
DPPC/PFA 0,54 0,0011

Em relagao ao fotobranqueamento do Zn-Pheid nos sistemas de liberacao, as
cinéticas ajustaram-se a um modelo de primeira ordem, diferente do que acontece
em agua apenas. Isso se deve ao fato de que nos sistemas de liberagdo tem-se a
monomerizagcdo do FS e auséncia dos complexos intermoleculares entre o
carboxilato de uma molécula e o metal da outra. As constantes de velocidade e os
valores de ®rs sdo mostrados na Tabela 13. Assim, ambos os sistemas de liberacao
investigados possibilitaram a fotoprotegdo do Zn-Pheid em meio aquoso.
Comparativamente o sistema DPPC/PF-127 mostrou maiores valores de ®rs, bem
como maiores ®f, tempo de vida de fluorescéncia, além de um menor deslocamento
de Stokes.
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Em resumo, os sistemas de liberacdo mistos baseados em DPPC/P-127 e
DPPC/PFA foram eficientes na monomerizagcao dos FS, influenciando diretamente
suas propriedades fotofisicas. Para o Pheid, a monomerizacdo em meio aquoso
possibilitou a eficiéncia de processos fotofisicos, contudo favoreceu o processo de
fotodegracao. Este resultado € esperado em ambientes mais polares do que nos
solventes previamente estudados. Ainda assim, a fotodegradac&o é relativamente
baixa e ndo compromete aplicagcdes fotodinamicas futuras. Por outro lado, para o Zn-
Pheid a monomerizagdo em meio aquoso na presenca dos sistemas de liberagao
mistos diminuiu drasticamente a fotodegradacdo do FS. Essa fotoprotecdo do
sistema de liberagao, relacionada a monomerizacédo do FS possibilitara a aplicagcao
deste FS em estudos para aplicacdo do mesmo no tratamento de diferentes

patologias no futuro.
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6 CONCLUSAO

A avaliacdo das propriedades fotofisicas e fotoquimicas do Pheid e do Zn-
Pheid em meio homogéneo mostrou a influéncia de interagdes especificas e néo
especificas entre o FS e o meio. Para o Pheid verificou-se a formacgédo de
autoagregados em meio aquoso, sendo estes incapazes de emitirem fluorescéncia,
devido ao efeito de autossupressao de energia do estado excitado, enquanto em
solventes organicos tem-se a solubilizacdo e monomerizagdo do FS com alta
intensidade de emissdo de fluorescéncia. Apesar do Pheid ser uma molécula
consideravelmente fotoestavel, essa fotoestabilidade foi dependente do meio: etanol
> cloroférmio > agua. Nesse caso, essa tendéncia ndo pode ser explicada pela
formagado de espécies reativas de oxigénio, e deve ser associada com a clivagem
direta do FS com a irradiacdo. Comportamento distinto foi observado para o Zn-
Pheid em meio homogéneo, tanto com relagdo a auto-organizacdo do FS como nas
suas propriedades. Em etanol o Zn-Pheid mostrou-se monomerizado, enquanto em
agua e cloroférmio tem-se o FS auto-organizado, sendo que em cloroférmio tem-se a
complexacgao intramolecular do carboxilato com o metal central, enquanto em agua
propde-se uma complexacao intermolecular entre o carboxilato de uma molécula e o
centro metalico de outra molécula. Por um lado, o Zn-Pheid monomerizado mostrou
o maior rendimento quéantico de fluorescéncia, enquanto a auto-organizagdo em
agua e cloroférmio favoreceu os processos de fotobranqueamento, observando-se
altos rendimentos quénticos de fotobranqueamento. A fotodegradagcdo foi mais
intensa em agua, meio que estabiliza possiveis intermediarios ion-radicais formados
durante a fotodecomposicao.

A incorporacdo dos fotossensibilizadores em sistemas de liberagao
nanoestruturados baseados em DPPC, F-127 e PFA, previamente sintetizado e
caracterizado, possibilitou a solubilizagdo e monomerizagdo de ambos os FS em
meio aquoso, influenciando diretamente suas propriedades fotofisicas. Com a
monomerizacdo do Pheid em sistemas nanoparticulados observou-se o
favorecimento de processos fotofisicos e fotoquimicos, neste caso houve um
aumento do rendimento quantico de emissao de fluorescéncia, e também das
reacoes de fotodegradacao. Por outro lado, com a monomerizagao do Zn-Pheid nos
sistemas de liberagao verificou-se uma grande fotoprote¢cdo do FS, principalmente
para os sistemas mistos contendo o polimero funcionalizado com acido fdlico.

Essa
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fotoprotecao resultante da incorporacéo do FS no sistema de liberacéo, possibilitara
a aplicagao deste FS em estudos para aplicagdo do mesmo no tratamento de
diferentes patologias no futuro. Em adigao, a incorporagéo dos FS no sistema de
liberacdo nao alterou de forma significativa o tamanho dos sistemas, mantendo-os
na faixa de 10 a 20 nm — adequados quando se considera o efeito EPR.

Em resumo, os sistemas fotossensibilizadores desenvolvidos possuem
caracteristicas promissoras para futuras aplicagdes como ativos na TFD. O FS Zn-
Pheid, quando encapsulado em sistema DPPC/PFA, demonstra fotoestabilidade e
propriedades fotofisicas promissoras para estudos futuros. E interessante notar
como a compreensao do estado de organizacdo e monomerizacdo do FS
podeajudar a compreender a fotoprotegdo do FS. Ainda, a avaliagdo destes FS em
diferentes condicbes pode auxiliar na interpretagdo dos efeitos que podem
influenciar nos processos fotofisicos e quimicos relacionados a TFD e em outros
processos fotossintéticos em geral, como interacdes gerais e especificas do

solvente, formacéo de agregados inter ou intramoleculares.
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ANEXO A - Espectro de RMN'H (200 MHz) PFA obtido em solugdo de DMSO-db.
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ANEXO B - Razao da intensidade das bandas de excimero e monémero de pireno (lex/Iv) em

funcdoda concentragdo de polimero. [Pireno]= 5x107 mol L',  exc= 340 nm.
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ANEXO C - Representagédo esquematica das diferentes espécies de FA de acordo com o grau de

desprotonagéo.
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ANEXO D — Curva de calibragido obtida por

Absorbancia
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UV-Vis para o acido félico em DMSO.
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