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RESUMO

Na busca por novas tecnologias no universo dos nanomateriais empregados no tratamento de
cancer, esta Tese reporta a sintese e caracterizagdo de duas plataformas nanoestruturadas
incorporadas com moléculas fotossensiveis, capazes de serem empregadas nas Terapias
Fototérmica e Fotodinamica para o tratamento de cancer de mama e cancer de pele melanoma.
Apesar das numerosas vantagens que as fototerapias apresentam no tratamento de cancer, sua
aplica¢ao clinica ainda ¢ pouco difundida devido a dificuldade no desenvolvimento de sistemas
de liberacao capazes de entregar o fotossensibilizador (FS) ao tecido alvo, sem detrimento de
suas propriedades fotoquimicas. A primeira estratégia consistiu na aplicagao de nanoparticulas
de ouro (AuNPs) recobertas com uma camada polimérica cationica de N-(2-hidroxi)propil-3-
trimetilamonio quitosana (HTCC), capazes de incorporar o FS azul de metileno (AM) e
viabilizar sua aplicacdo bioldgica. O conjugado HTCC-AM-AuNPs, formado a partir de
interagdes eletrostaticas entre seus componentes, apresentou morfologia esférica, tamanho
compativel com direcionamento passivo (150 nm) e um potencial Zeta de superficie cationico
(+26 mV), que seria capaz de promover uma maior interacdo material-células. Ao absorver
radiagdo na regido do vermelho (660 nm, 100 mW c¢m™) o conjugado demonstrou capacidade
de produgdo de EROs, ainda que em menor propor¢ao em relagdo ao AM livre, dentre elas
oxigénio singleto (10,) e radical hidroxia (*OH). Além disso, observou-se uma redugéo da foto-
oxidacdo do AM conjugado, e o efeito foi associado a fotoprote¢dao conferida pela camada
polimérica (HTCC) de revestimento. Analises de lentes térmicas revelaram que o conjugado ¢
capaz de converter cerca de 25% da energia absorvida em calor. Os testes biologicos in vitro
contra células de cancer de mama MDA-MB231, na presenca de luz, revelaram maior efeito
citotoxico de HTCC-AM-AuNPs em relagdo ao AM livre, apesar de sua menor capacidade de
geragdo de espécies citotoxicas, o que aponta para um efeito sinérgico (fotodindmico e
fototérmico) proporcionado por TFT e TFD. No escuro, o conjugado proporcionou uma redugao
significativa da toxicidade do AM. A segunda estratégia proposta nesta Tese consistiu na sintese
de um complexo polieletrolitico (CPE) a partir da combinagdo entre o policadtion BioTMC
(N,N,N-Trimetil quitosana biotinilada) e o polidnion PAIm-12 (poli dacido acrilico
funcionalizado com imidazol), para incorporacdo do FS Ftalocianina de Zinco II (ZnPc),
originando o CPE PAIm-12-ZnPc-BioTMC. Espectros de absor¢do de luz UV-Vis e de emissdao
de fluorescéncia comprovaram a presenga de ZnPc na forma monomérica incorporada ao CPE.
Além disso, as alteragdes reportadas nos espectros de FT-IR para a ZnPc conjugada ao CPE sao
indicativos de uma coordenagdo axial do Zinco com os grupos carboxilato do PAIm-12.
Investigagdes fotoquimicas empregando 4acido 9,10-antracenodiil-bis(metileno)dimalonico
(ABDA) e luz vermelha (660 nm, 100 mW cm?) revelaram a capacidade de formagio de EROs
pela ZnPc em sua forma livre e conjugada, sendo que na forma livre em etanol foram
observados modelos cinéticos de fotodegradagao de primeira ordem, enquanto que no CPE os
modelos observados foram aqueles de duas etapas consecutivas de primeira ordem. Nos testes
biologicos in vitro contra células de cancer de pele melanoma B16F10, o CPE reduziu a
citotoxicidade no escuro da ZnPc, apresentando-se atdxico até a concentra¢do de 2uM. Na
presenca de luz branca (55,3 J cm™), o CPE foi capaz de promover a inativagio de cerca de
55% das células de melanoma em uma tnica aplicacdo. Em suma, os sistemas propostos foram
capazes de encapsular os FS, proporcionando fotoprotecao e manutencao de suas propriedades
fisico-quimicas e fotodinamicas, viabilizando estudos futuros para aplicacao bioldgica in vivo.

Palavras-chave: terapia fotodinadmica; terapia fototérmica; nanoparticulas; fotoquimica;
espécies reativas de oxigénio.



ABSTRACT

In the quest for new technologies in the universe of nanomaterials used in cancer treatment, this
Thesis reports the synthesis and characterization of two nanostructured platforms incorporated
with photosensitive molecules, capable of being used in Photothermal and Photodynamic
Therapies for the treatment of breast cancer and melanoma skin cancer. Despite the numerous
advantages that phototherapies offer in cancer treatment, their clinical application is still limited
due to the challenge in developing delivery systems capable of delivering the photosensitizer
(PS) to the target tissue without compromising its photochemical properties. The first strategy
involved the application of gold nanoparticles (AuNPs) coated with a cationic polymeric layer
of N-(2-hydroxy)propyl-3-trimethylammonium chitosan (HTCC), capable of incorporating the
PS methylene blue (MB) and then enabling its biological application. The HTCC-MB-AuNPs
conjugate, formed from electrostatic interactions between its components, presented a spherical
morphology, a size compatible with passive targeting (150 nm), and a cationic surface Zeta
potential (+26 mV), which could promote a greater material-cell interaction. Upon absorbing
radiation in the red region (660 nm, 100 mW cm), the conjugate demonstrated the ability to
produce ROS, although in a smaller proportion compared to free MB, including singlet oxygen
('02) and hydroxyl radical (OH). Additionally, a reduction in the photo-oxidation of the MB
was observed when conjugated to the system, and this effect was associated with the
photoprotection conferred by the polymeric (HTCC) coating layer. Thermal lens analyses
revealed that the conjugate is capable of converting about 25% of the absorbed energy into heat.
In vitro biological tests against MDA-MB231 breast cancer cells, in the presence of light,
revealed a higher cytotoxic effect of HTCC-MB-AuNPs compared to free MB, despite its lower
capacity to generate cytotoxic species, indicating a synergistic effect (photodynamic and
photothermal) provided by PTT and PDT. In the dark, the conjugate significantly reduced the
toxicity of MB. The second strategy proposed in this Thesis involved the synthesis of a
polyelectrolyte complex (PEC) from the combination of the polycation BioTMC (NV,N,N-
Trimethyl biotinylated chitosan) and the polyanion PAIm-12 (imidazole-functionalized
polyacrylic acid), to incorporate the PS Zinc Phthalocyanine II (ZnPc), resulting in the PEC
PAIm-12-ZnPc-BioTMC. UV-Vis light absorption spectra and fluorescence emission spectra
confirmed the presence of ZnPc in the monomeric form incorporated into the PEC. Moreover,
the alterations reported in the FT-IR spectra for ZnPc conjugated to the PEC, indicate an axial
coordination of Zinc with the carboxylate groups of the PAIm-12. Photochemical investigations
employing 9,10-anthracenediyl-bis(methylene)dimalonic acid (ABDA) and red light (660 nm,
100 mW cm™) revealed the ROS formation capability by ZnPc in its free and conjugated forms,
with first-order photodegradation kinetics observed in the free form in ethanol, while in the
PEC, the observed models were those of two consecutive first-order steps. /n vitro biological
tests against B16F10 melanoma skin cancer cells showed that the PEC reduced the dark
cytotoxicity of ZnPc, presenting non-toxicity up to a concentration of 2uM. In the presence of
white light (55.3 J cm™), the PEC was able to promote the inactivation of about 55% of the
melanoma cells in a single application. In summary, the proposed systems were able to
encapsulate the PS, providing photoprotection and maintaining their physicochemical and
photodynamic properties, enabling future studies for in vivo biological applications.

Keywords: Photodynamic; photothermal therapy; nanoparticles; photochemistry; reactive
oxygen species.
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INTRODUCAO

FOTOTERAPIAS: CONTEXTUALIZANDO A TERAPIA FOTODINAMICA E A
TERAPIA FOTOTERMICA

As fototerapias podem ser definidas como estratégias terapéuticas que empregam a luz
como principal gatilho para seu funcionamento. O emprego da luz como ferramenta para o
tratamento de doengas apresenta registros com mais de trés mil anos de antiguidade, advindos
das civilizagdes grega, egipcia, chinesa, romana e indiana, tendo sido direcionado inicialmente
as enfermidades que acometiam a pele.[1],[2] Com o passar dos anos e o desenvolvimento das
ciéncias e tecnologia, as fototerapias comecaram a ser estudadas para o tratamento de doencas
endogenas, com énfase para o cancer.[3] Dentre as fototerapias conhecidas, destacam-se
aquelas que aplicam espécies fotoativadas, que, a partir da absor¢do da luz, sdo capazes de
produzir o efeito terapéutico almejado, como ¢ o caso da Terapia Fotodinamica (TFD) e da
Terapia Fototérmica (TFT).

A TFD ¢ um procedimento terapéutico clinicamente aprovado e minimamente invasivo,
que pode induzir citotoxicidade seletiva em células malignas. Ela parte do principio da interacao
de trés componentes-chave: uma fonte de luz de comprimento de onda adequado, um
fotossensibilizador (FS, composto quimico ativavel pela luz) e oxigénio.[4] Separados, estes
componentes ndo sao nocivos, porém, juntos, iniciam reagdes fotoquimicas que culminam na
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que mediam reagdes foto-oxidativas com
componentes celulares (DNA, lipidios e proteinas), levando a danos na estrutura
celular.[6],[7],[8] Ao absorver luz durante a TFD, o FS ¢ promovido para o estado eletronico
excitado singleto (S1,Sz...Sn) ('FS*), podendo percorrer diferentes caminhos para perder energia
e retornar ao estado fundamental (So). Assim, como mostra o diagrama de Jablonski da Figura
1, a transi¢do de S1—=>So pode ocorrer através da fluorescéncia, que é um processo radiativo de
emissdo de fotons (permitido por spin), que ocorre em cerca de 107'%a 107 s; e/ou da conversdo
interna (CI), processo nao-radiativo que envolve perda de energia na forma de calor e ocorre de
forma mais rapida, com duragdo de 102 a 1071 s. Ao invés de retornar a So, o 'FS* também
pode passar por uma conversao intersistema (CIS), que ¢ uma transi¢do nao radiativa para o
estado eletronico excitado tripleto T1 (*FS*), que ocorre em torno de 10 a 107 s.[8], [9], [10]

Como a CIS envolve transigdo entre estados de diferente multiplicidade (S1=>T1), ela é um
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processo proibido por spin — mas que ocorre, na pratica, devido ao acoplamento spin-orbita —,
que aumenta o tempo de vida do *FS*, possibilitando sua interagdo com substratos biolégicos
antes que o FS decaia a So, em um processo conhecido como fosforescéncia que ocorre em um

tempo substancialmente maior.

Figura 1 - Diagrama de Jablonski, que mostra uma representacio da absor¢ao de fotons e dos
possiveis caminhos de desativagao do estado excitado.

— Cl
Sz —
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= Cl ___ 3 CIS
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Fonte: adaptado pela autora.[8]

Em geral, as oxidacdes fotossensibilizadas acontecem no estado tripleto do FS, via dois
mecanismos principais, tipo I e tipo II (Figura 2):[5], [11], [12]

. Mecanismo tipo I: a foto-oxidacdo ocorre pela transferéncia de elétron entre
3FS* e componentes do sistema ('A), levando a formagio de fons radicais que podem reagir
com o oxigénio no estado fundamental (*0), resultando em EROs como radical hidroxia (*OH),
radical superoxido (02*) e radical alcoxi (RO?®), citotdxicas;

. Mecanismo tipo II: ocorre uma transferéncia de energia do *FS* para o oxigénio
molecular (*02), processo que resulta na geracdo de oxigénio singleto ('02), espécie altamente

reativa, que provoca a citotoxicidade.[13], [14]
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Os mecanismos fotoquimicos do tipo I e tipo II ocorrem de forma simultinea, e a
proporcao entre eles ¢ determinada por diversos fatores, tais como, o tipo de FS empregado, a
concentracdo de oxigénio e de substrato, assim como a afinidade de ligagao entre o substrato e
o FS. Acredita-se que a maioria dos FS opera em maior propor¢ao pelo mecanismo tipo II, ou

seja, formando '05.[5]

Figura 2 - Representagao dos mecanismos de agdo fotodinamica do tipo I e do tipo II, em que
A representa um substrato oxidavel.

1Fs e 1pg A spge

%0
2
’FS* + 1A — 3[FS—A]* —3[FS A" [*—TFS+A*+0,~ — AO;

'
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'0, + 'TA —> Reacdes posteriores

Os mecanismos destacados na Figura 2 evidenciam a importancia do oxigénio na TFD.
Uma série de estudos ja revelou que a maioria dos FS ¢ ineficaz em hipdxia (condi¢do na qual
a concentragdo de O; ¢ extremamente baixa).[15], [16] Além disso, os mecanismos s6 sdao
possiveis devido ao fato peculiar de que o oxigénio molecular, no estado fundamental, encontra-
se em configuragao tripleto, assim como mostra o orbital molecular (OM) da Figura 3, havendo
compatibilidade de spin com o *FS. Em seu estado fundamental, os orbitais ocupados de maior
energia sdo um par de orbitais antiligantes duplamente degenerados, que possuem dois elétrons
desemparelhados em cada um deles. Os elétrons em questdao sdo spin-paralelos, levando a um
spin (S) total igual a 1, que € conhecido como configuracao tripleto. De acordo com a regra de
Hund, o oxigénio ¢ mais estavel na configuragao tripleto do que singleto, uma vez que, nesta
ultima, a distribui¢ao dos elétrons nos orbitais antiligantes ¢ energeticamente desfavoravel (vide
OM do '0», Figura 3).[17], [18], [19] Outro ponto que nio pode deixar de ser mencionado é o

curto tempo de vida (1) do 'O», que, uma vez produzido em ambiente fisioldgico, apresenta 1
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inferior a 0,04 us e raio de difusdo de apenas 0,02 um.[20] Desta forma, para alcancar o efeito
citotoxico fotoinduzido durante a TFD, é necessério que o 'O, e/ou as EROs sejam produzidos
no sitio em que se deseja produzir a foto-oxidacao, isto €, nas células cancerosas. Nesta direc¢do,
nos ultimos anos as pesquisas em TFD tém dedicado esfor¢os para o desenvolvimento de
sistemas de entrega de farmacos (como FS, por exemplo), planejados para nao somente
encapsular FS, mas também direciond-los aos tecidos alvo e, assim, elevar o potencial do

tratamento.[21], [22]

Figura 3 - Representagdo dos orbitais moleculares para o oxigénio nos estados tripleto
(esquerda) e singleto (direita). A distribuicio dos elétrons nos orbitais anti-ligantes (1'x e '),
destacados em vermelho, define a multiplicidade da molécula.
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Assim como o oxigénio, a fonte de luz ¢ componente essencial para a realizacdo da
TFD. A escolha da fonte e de seu comprimento de onda de emissdo sdo fatores determinantes
para que o efeito fototerapéutico seja obtido, principalmente quando se fala de tumores ndo
superficiais, em que a profundidade de penetracdo da luz ¢ um fator a ser levado em conta.
Desta forma, ao escolher um FS, ¢ necessario que se leve em consideragdo a faixa de
comprimento de onda do espectro eletromagnético em que a molécula absorve luz,

considerando que o intervalo ideal se encontra entre 600 a 900 nm, regido conhecida como
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janela fototerapéutica. No intervalo de comprimentos de onda mencionado, a radiagdo visivel é
absorvida em menor propor¢ao pelos componentes constituintes dos tecidos do corpo humano
(como melanina ¢ hemoglobina, por exemplo), o que reduz a absor¢ao competitiva da luz e
proporciona um maior aproveitamento da mesma pelo FS.[23], [24] Um bom exemplo de FS
que se encaixa nesse requisito vem da familia das ftalocianinas (Figura 4), que possuem intensa
absor¢ao de luz na regido do vermelho (de 600 a 700 nm). Experimentos in vivo ja comprovaram
que a profundidade de penetragdo da luz nesta faixa de comprimento de onda ¢ capaz de atingir
1 cm de profundidade nos tecidos com bom aproveitamento de fotons, podendo atingir camadas
mais profundas. Os lasers que emitem luz vermelha t€ém mostrado resultados promissores na

eliminagdo de tumores com TFD.[25], [26]

Figura 4 - Estrutura geral das ftalocianinas — sem metal coordenado.

e
s

Assim como a TFD, a TFT tem sido estudada como estratégia para o tratamento de
diversos tipos de cancer[27], bem como para a inativa¢do de bactérias[28]. Durante a TFT, um
FS ¢ empregado com o objetivo de converter a energia dos fotons absorvidos em calor,
provocando hipertermia local. A hipertermia consiste na elevagao de temperatura do tecido, que
pode ocasionar uma série de fendmenos agressivos a célula, como, por exemplo, a desnaturacao
de proteinas e a evaporacao do citosol, processos que levam a morte celular. Ao contrério da
TFD, a TFT nao depende da presenga de oxigénio para gerar seu efeito citotoxico, sendo essa
sua principal vantagem.[29], [30] As nanoparticulas (NPs) metalicas sdo um excelente exemplo
de material que pode ser empregado como FS em TFT, uma vez que ao absorverem a luz, um
dos caminhos possiveis para relaxamento ocorre por meio de um mecanismo nao radiativo que

resultard na gera¢do de energia térmica.[31] Para entender melhor esta propriedade, € preciso
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relembrar que as propriedades fisico-quimicas dos metais dependem diretamente da mobilidade
de seus elétrons. Quando as dimensdes de um material metalico sdo muito menores do que o
comprimento de onda da luz que incide sobre ele (particulas de 1 a 100 nm), ocorrem restrigdes
espaciais que reduzem a mobilidade eletronica e, por sua vez, dao origem a propriedades
diferentes daquelas do material de origem. As NPs metalicas plasmonicas, como as de ouro,
prata e platina, sdo especialmente importantes por apresentarem o efeito de Plasmon de
Superficie Localizado (LSP — sigla em inglés), e tém sido estudadas para aplicacao
fototérmica.[32] Para entender este fendmeno, precisamos recorrer a fisica: ocorre que, ao
absorver luz, os elétrons presentes na superficie de uma NP metalica sdo excitados, causando
um deslocamento da nuvem eletronica em relagdo ao nucleo. Nesta condi¢do ocorre uma
separacgao de cargas (nucleo positivo em relagdo aos elétrons negativos), que origina uma forca
coulombica no sentido de restaurar esta separagdo, levando a uma sequéncia de oscilagdes de
vai e vem da nuvem eletronica na superficie da NP.[33] Esta oscilagdo coerente dos elétrons da
banda de conducao corresponde a LSP (Figura 5). Se a frequéncia da oscilagdo for igual a
frequéncia da luz incidente (ressonancia), a NP absorvera fortemente a luz € um campo elétrico
altamente amplificado serd gerado em sua superficie — dando origem ao efeito de Ressonéancia
de LSP. Ao retornarem ao estado fundamental, parte da luz absorvida pode sofrer decaimento
nao radiativo, convertendo-se em fonons (isto €, calor).[34] Considerando que o fendmeno de
LSP depende da densidade de elétrons na banda de condugao, ele ¢ afetado por caracteristicas
como tamanho, forma e composi¢do das NPs plasmodnicas. Desta forma, é necessario estudar

tais propriedades quando se trabalha com este tipo de material.[35]
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Figura 5 - Representacdo de ressonancia plasmonica localizada na superficie de nanoparticulas
de ouro (AuNPs), a partir da absor¢ao de radiacao eletromagnética.
A

Luz (onda)

Campo elétrico

Fonte: Adaptado pela autora.[32]

Devido as numerosas vantagens das terapias induzidas pela luz, muitos autores tem
proposto o emprego combinado da TFD e TFT, e tém mostrado resultados promissores em
especial para o tratamento de diversos tipos de cancer.[36] De acordo com Wei e colaboradores
(2018), ¢ possivel alcancar um bom efeito terapéutico de TFD/TFT através da utilizagdo de
mondmeros de porfirinas (responsaveis pelo efeito fotodindmico) com NPs de ouro
(responsaveis pelo efeito fototérmico). A combinagdo resultou em significante citotoxicidade
contra células Hela quando tratadas com lasers de 808 nm (TFT) e 630 nm (TFD).[37] Hu e
colaboradores (2020) propuseram a aplicacdo combinada de TFD/TFT no tratamento de cancer
de prostata, a partir de um sistema auto montavel baseado em vesiculas poliméricas, constituido
pela combinacdo de um surfactante, polimero, nanobastdes de ouro, e o FS indocianina verde.
O formulado resultou em alto acimulo no tecido tumoral, alta conversdo fototérmica e
capacidade de resisténcia ao fotobranqueamento.[38]

As TFD e TFT tém sido usadas em diversos campos da medicina, como no tratamento
de doengas de pele, no combate a doenca de Alzheimer[39], na inativagdo de micro-organismos
causadores de doencgas[40], bem como nos ramos da oftalmologia e odontologia[41], entretanto,
nesta Tese o enfoque sera direcionado para um dos campos da satde que necessita com maior

urgéncia do desenvolvimento de tratamentos eficientes, que € o cancer.
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1.1.1 O cancer

O cancer ¢ uma das patologias mais agressivas de que se tem registro, sendo a segunda
principal causa de morte no mundo, ficando atras apenas das doencas cardiovasculares. Em
termos simplificados, se caracteriza pelo crescimento incontroldvel de células anormais,
condicdo passivel de afetar qualquer tecido do organismo, podendo levar a formacao de
tumores. O termo ‘“‘cancer” abrange um grupo de mais de cem condigdes geneticamente
diversas, que apresentam semelhancgas entre si em termos de mecanismo molecular, o que torna
o desenvolvimento de tratamentos uma tarefa ainda desafiadora.[42]

Um estudo recente publicado por Santos e colaboradores (2023) estimou que, de 2023
até 2025, 704 mil novos casos de cancer sao esperados no Brasil, sendo o cancer de pele ndo
melanoma e o cancer de mama os mais incidentes.[43] Apesar de ocorrer em maior frequéncia,
o cancer de pele ndo melanoma possui uma maior facilidade de tratamento, ao passo em que o
cancer de pele melanoma, que representa apenas 5% dos casos, possui um pior prognostico e
uma maior taxa de mortalidade, sendo ainda uma grande questdo de saude publica. Tendo em
vista o cenario atual de satide brasileiro, esta Tese aborda os canceres de pele melanoma e de

mama.

1.1.1.1 O cancer de mama

As mamas sao formadas por cé€lulas epiteliais que se estruturam de forma uniforme,
constituindo tecidos glandulares, conjuntivos e gordurosos. Quando tais estruturas epiteliais
passam por alteragcdes funcionais ou morfoldgicas, inicia-se a formagdo de um tumor (Figura
6). As células tumorais possuem a habilidade de evadir-se dos mecanismos que levariam a
morte celular fisioldgica, e este fator combinado a rapida multiplicagdo que sofrem leva a
formagdo da densa massa celular tumoral.[44] Nos casos mais agressivos, o tumor pode se
expandir e passar a afetar os tecidos adjacentes e até mesmo sofrer metastase, afetando outras
regides do organismo. Os principais fatores de risco que podem levar ao desenvolvimento do
cancer de mama dividem-se entre aqueles que nao podem ser alterados (ndo modificaveis) e
aqueles que podem ser alterados (modificaveis), através de um estilo de vida mais saudavel,
por exemplo. Dentre os fatores ndo modificaveis, podemos citar os fatores genéticos associados

ao historico familiar do paciente, possiveis mutacdes genéticas e predisposi¢ao de determinadas

origens e etnias, bem como a incidéncia anterior de nédulo de mama benigno. No caso dos
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fatores modificaveis, prevalecem aqueles relacionados com a qualidade de vida, como
obesidade, tabagismo, uso de bebidas alcodlicas e alimentacdo rica em alimentos

industrializados combinada com pouca ou nenhuma frequéncia de atividade fisica.[45], [46]

Figura 6 - Estdgios de formacdo do cancer de mama e fatores de risco modificaveis e nao
modificaveis associados.
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Fonte: Adaptado de Cicenas et al.[45] Criado com Biorender.com

O cancer de mama ¢ o de diagnostico mais frequente em mulheres em todo o mundo.
Quando descoberto em estagios iniciais, a taxa de cura pode alcangar até 80% dos casos, porém,
em paises subdesenvolvidos como o Brasil, diagnosticos tardios sdo ainda frequentes, o que
afeta consideravelmente a eficacia dos tratamentos convencionais. A quimioterapia € o
tratamento convencional mais conhecido para o cancer, e sua aplicacdo depende de uma
investigagdo detalhada do tipo de tumor mamario, que definird o melhor farmaco a ser
empregado. Sua aplicacdo estd associada a diversos efeitos colaterais severos, como a
conhecida perda de cabelo, fadiga, medula ¢ssea suprimida, anemia, ocorréncia recorrente de
infec¢des, dentre outros.

O grande calcanhar de Aquiles da quimioterapia tem sido a resisténcia a multiplos
farmacos (MDR, do inglés Multidrug resistance), que ocorre quando as células de tumor
conseguem sobreviver aos efeitos citotoxicos causados por uma série de medicamentos que
possuem diferentes estruturas quimicas e diferentes mecanismos farmacolédgicos. Ainda nao
estdo esclarecidas quais as principais condi¢des que levam a ocorréncia da MDR, porém,

existem evidéncias que apontam para a presenga de uma maior quantidade de bombas de efluxo
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carregadas de proteinas transportadoras no interior de determinadas células tumorais, que sao
capazes de expelir ativamente os farmacos. A baixa concentragdo do agente terapéutico no
interior destas células torna a quimioterapia ineficaz.[47] E neste ponto que as fototerapias
apresentam grande vantagem. Isso porque o mecanismo uUnico pelo qual a morte celular ¢
induzida através de TFD independe da maioria dos fatores cruciais que levam a MDR, podendo,
inclusive, reativar a resposta da célula a quimioterapia. No caso de células de cancer de mama,
estudos anteriores revelaram que a aplicagdo da luz leva a dano direto das proteinas
transportadoras envolvidas na multirresisténcia, permitindo a entrada dos fairmacos fotoativos
para o interior das células alvo e assim elevando a atividade antitumoral.[48]

O formato através do qual as fototerapias atuam permite também a sua combinagao
com as terapias convencionais de tratamento de cancer. Yang e colaboradores (2022)
recentemente analisaram a eficacia da combinagao entre TFD e quimioterapia no tratamento de
células de cancer de mama que apresentavam MDR. Para tanto, sintetizaram uma estrutura do
tipo nucleo-casca, empregando como FS o corante rosa de bengala conjugado a albumina sérica
humana e o farmaco quimioterapico doxorrubicina, covalentemente associado a nanoparticulas
de carbonato de calcio. O sistema conseguiu acumular-se em células de cancer que
apresentavam resisténcia a doxorrubicina quando associadas pequenas doses de TFD. O
emprego da luz levou ainda a uma reducao da atividade de proteinas transportadoras, o que
reduziu a eliminagdo da droga pelas cé€lulas e mostrou excelente resultado terapéutico.[49]
Ainda assim, a doxorrubicina ¢ um medicamento quimioterapico associado a uma gama de
efeitos colaterais severos. Aqui, a combinagdo entre TFD e TFT pode ser uma alternativa para
o tratamento de células de cancer de mama multirresistentes, apresentando efeitos colaterais

minimizados.

1.1.1.2 O melanoma

O cancer de pele melanoma € o tipo mais agressivo de cancer de pele, com uma alta taxa
de mortalidade que alcanga até 20% dos casos. O melanoma se origina nas células responsaveis
pela pigmentacdo da pele, os melandcitos, e seu desenvolvimento pode ter inicio em um nevo
(les@o cutanea benigna pigmentada, popularmente chamada de pinta, de cor marrom com bordas
regulares) ou mesmo em pele saudavel.[50] O melanoma possui algumas fases de progressao,

assim como demonstrado na Figura 7, sendo que nas fases iniciais, 0 tumor se encontra nas
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camadas mais superficiais da pele (epiderme e derme — Estigios I e II) em uma fase de
crescimento radial, onde ocorre um aumento de seu diametro e formagao de bordas irregulares.
Na sequéncia, inicia-se a fase de crescimento vertical (Estagio I1I), na qual o melanoma atinge
a derme profunda e pode comecar a se espalhar por linfonodos e em regides vizinhas da pele.
Por fim, no estagio mais grave (Estagio IV), o cancer sofre metastase, se espalhando para outras

regides do corpo, como pulmdes, cérebro e outros 6rgaos fora do sistema nervoso central.[51]

Figura 7 — Estagios de evolucdo do cancer de pele melanoma.

Estagio | 4 Estégio Il ¢ Estagio lll - Estagio IV
+ Melanoma confinado na i + Melanema cenfinado na i 0 melanoma se espalha .+ Omelanoma se espalha
epiderme : epiderme . para os linfonodos ou pele . para outros 6rgaos
* Espessura <1 mm H - Espessura 1-4 mm H vizinha : (metéstase)

Linfonodo
Canceroso

Vaso sanguineo

Fonte: Adaptado de Long et al.[50] Criado com Biorender.com

Em geral, o principal fator associado ao desenvolvimento da doenga ¢ a exposi¢ado
solar aos raios ultravioleta provenientes da luz solar e de bronzeamentos artificiais, mas ¢
importante destacar que existem subtipos de melanoma cujo aparecimento ndo tem relagdo com
exposi¢do a luz. Nos ultimos anos, as taxas de incidéncia tém aumentado, principalmente em
populagdes de pele clara, e a rapidez com que o tumor se desenvolve tem sido uma preocupacao
que demanda o desenvolvimento de métodos cada vez mais eficazes de tratamento, porém, os
tratamentos convencionais tém apresentado ineficicia em muitos dos casos pelos motivos ja
discutidos na sec¢do anterior. A remogao cirtrgica do tumor ¢ uma das primeiras alternativas
para o tratamento do melanoma, que consiste na remog¢ado da area afetada e de suas margens
laterais, garantindo assim a remoc¢ao de possiveis células cancerosas que tenham migrado para
a vizinhanga. Entretanto, a depender do tamanho e profundidade do tumor, nem sempre esta ¢
uma opg¢ao viavel. A quimioterapia também tem sido empregada, porém, o melanoma € um tipo
de cancer que possui uma alta taxa de reincidéncia, e este ¢ um fator que potencializa o

desenvolvimento de resisténcia a multiplos farmacos (MDR). De acordo com Tang e
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colaboradores (2017), menos de 20% dos melanomas apresentam boa resposta aos
quimioterapicos devido aos diversos mecanismos de resisténcia que apresentam.[52]
Novamente, as fototerapias t€ém se apresentado como tratamentos alternativos que podem ser
efetivos nos casos mais graves da doencga, onde a nanotecnologia torna-se uma grande aliada
no desenvolvimento de FS funcionalizados com biomoléculas direcionadoras que tem a
capacidade de aumentar a especificidade as células alvo. Estudos j& avaliaram a a¢do de FS no
tratamento de melanomas metasticos, inclusive. De acordo com Naidoo et al. (2018), os FS
mais utilizados no tratamento de melanomas metasticos sdo aqueles das familias das
ftalocianinas e das porfirinas, com destaque especial para as metaloftalocianinas, que
apresentam elevado potencial e menor fotossensibilidade posterior ao tratamento.[53]

No ramo da TFD e TFT, esforcos tém sido direcionados no desenvolvimento de
plataformas capazes de inativar células de diversos tipos de cancer, de forma seletiva € com
reduzidos efeitos colaterais — que € a principal desvantagem das terapias convencionais para o
tratamento do cancer. Uma vez que ndo sdo seletivas, a radio e quimioterapia afetam nao
somente as células doentes, mas também as saudaveis, provocando reagdes severas.[54] Na
secdo seguinte, discutiremos de forma mais aprofundada a respeito destas plataformas, suas

fungoes, ¢ o estado atual da arte.

1.1.2 Fotossensibilizadores e sistemas de entrega de farmacos

Ao serem estudadas para aplicacdo como FS em TFD, ¢ desejavel que as moléculas
apresentem determinadas caracteristicas que tornardo sua aplicagdo mais eficaz. Em primeiro
lugar € necessario que o FS apresente um alto grau de pureza, além de fécil reprodutibilidade e
baixo custo. Conforme mencionado previamente, a molécula deve absorver luz na regido do
vermelho do espectro eletromagnético e, preferencialmente, com alto coeficiente de absor¢ao
molar. Além disso, com vistas em aplicag¢des futuras, ¢ interessante que a molécula apresente
baixa ou nula toxicidade no escuro, € um alto rendimento de estado tripleto (¢1), que entdo,
resultara em um alto rendimento quantico de oxigénio singleto (¢a) e/ou de EROs. Por fim, é
interessante que a molécula possua certa resisténcia a sofrer autodegradagao frente a luz (isto

¢, um baixo rendimento quantico de fotobranqueamento ¢rg), uma vez que os FS podem sofrer
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reacdes fotoquimicas que levam a sua propria degradacdo, o que diminui sua concentragdo no
tecido alvo e, portanto, pode comprometer a eficacia da técnica.[55], [56]

Um grande obstaculo para a aplicagdao e desenvolvimento de FS reside no fato de que,
em geral, as moléculas que possuem as qualificagdes supracitadas sdo hidrofobicas. Para
aplicagdes fotodinamicas, € essencial que a molécula se encontre em sua forma monomérica, e,
como se sabe, espécies hidrofobicas tendem a agregar-se em meio aquoso. O processo de
autoagregacao reduz a solubilidade do FS, reduzindo o tempo de vida do estado tripleto e, por
consequéncia, rendimentos quanticos de !0, e de EROs.[57] A hidrofobicidade inviabiliza a
aplicagdo intravenosa da maioria dos FS em sua forma livre, uma vez que a agua ¢ o
componente majoritario dos fluidos biologicos. Neste sentido, os sistemas de entrega de
farmacos tém sido extensivamente propostos com a finalidade de encapsular FS, garantindo sua
permanéncia na forma monomeérica, o que mantém suas propriedades fotofisicas. Diversos tipos
de materiais podem ser empregados na sintese destes sistemas, como, por exemplo, NPs,
micelas, lipossomas, polimeros, dentre outros. A grande vantagem ¢é que estes sistemas podem
ser modificados visando um maior direcionamento ao tecido alvo, através de funcionalizagdes,
por exemplo.[58]

Recentemente, Gusmao et al. (2022) reportaram que o FS lipofilico hipericina tornou-
se soluvel apos seu encapsulamento em um complexo de inclusao entre ele e B-ciclodextrina,
através de um processo espontaneo, que leva a formacao da particula a partir da mistura de seus
componentes. Além disso, ao ser testado contra células de cancer MCF7 — modelo celular de
cancer de mama empregado em testes laboratoriais para investigacdo de mecanismos de
resisténcia a farmacos —, mostrou-se 27% mais fototoxico quando comparado a forma livre do
FS, resultados que revelaram a viabilidade de utilizagdao do FS em TFD ap6s encapsulamento.

Outro estudo realizado por Li e colaboradores (2022) propds elevar a solubilidade de
uma porfirina através da sintese de NPs montadas pela interagdo eletrostatica entre porfirinas
anidnicas e um derivado catidnico de tetrafenilmetano. A NP apresentou excelente solubilidade
em agua, além de eficacia antitumoral via TFD in vitro e in vivo.[59] Pires et al. (2020)
empregaram uma apohemoglobina (hemoglobina sem grupo heme) capaz de se ligar
eficientemente a FS hidrofobicos. No caso em questdo, o FS Ftalocianina de Aluminio foi
ligado a proteina e sua incorpora¢do impediu a autoagregacdo em meio aquoso, retendo as
propriedades espectrais do FS. O complexo apresentou maior capacidade de geracdo de 'O,

apresentando eficacia em TFD em células de cancer humano e murino in vitro.[60]
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O emprego da nanotecnologia na producao de sistemas nanoestruturados de entrega
de FS ¢ uma estratégia vantajosa que leva a obten¢do de materiais de elevada estabilidade,
especificidade e biocompatibilidade, que podem beneficiar-se do efeito de retencdo e
permeabilidade aumentada dos tumores (do inglés Enhanced Permeability and Retention Effect,
EPR). O efeito EPR ¢ bem aceito para explicar a fisiopatologia de tumores s6lidos, ja tendo
sido reportado em animais ¢ em humanos.[61] E bem definido na literatura que os vasos
sanguineos tumorais apresentam alta permeabilidade para sistemas nanoestruturados, € isso se
deve a grande demanda de oxigénio e nutrientes que estes tecidos solicitam, levando ao
desenvolvimento de uma vasculatura abundante e fenestrada. Estas fenestragdes presentes nos
vasos sanguineos tumorais ndo sao reportadas nos vasos sanguineos que irrigam tecidos sadios,
e este fator leva a uma acumulacdo preferencial de macromoléculas nos tecidos cancerosos
(Figura 8). Em paralelo, os tumores apresentam pobre drenagem linfatica, o que prolonga o

tempo de retengdo dos sistemas nanoestruturados.[62]

Figura 8 — Representacdo do efeito EPR em um tumor, evidenciando a presenca de fenestragdes
nos vasos sanguineos tumorais, ausentes nos tecidos saudaveis.
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Fonte: Adaptado de Kozlova (2013).[63]

O actmulo seletivo a partir do efeito EPR pode ocorrer através de dois mecanismos:
passivo e ativo. O direcionamento passivo ¢ um aciimulo fisico do sistema nanoestruturado

através das fenestragdes vasculares, que possuem tamanho variando entre 100 e 500 nm.[64]
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Desta forma, os sistemas de entrega de FS devem ser estruturados para que apresentem tamanho
final inferior ao intervalo mencionado. Por outro lado, o direcionamento ativo baseia-se na
funcionalizagdo de um dos componentes do sistema nanoestruturado com uma molécula
(normalmente vitaminas) que possua um ligante receptor no tecido alvo. As células tumorais
superexpressam em sua superficie ligantes receptores (antigenos especificos de tumor) que as
distinguem das células sadias, nas quais esses antigenos se fazem ausentes. Esses antigenos
podem ser exclusivos de um tipo individual de tumor, ou comum em uma gama de tumores, €
auxiliam na internalizagao dos sistemas de entrega de FS através de endocitose mediada por
receptores.[65] O direcionamento ativo ¢ aplicado como estratégia complementar ao
direcionamento passivo.

O planejamento de sistemas de entrega de FS direcionaveis tem apresentado vantagens
em relagdo aos tradicionais sistemas ndo direcionaveis, tais quais: maior seletividade celular,
internalizacdo e citotoxicidade.[66] Como um exemplo, Tseng et al. (2021) empregaram folato
como agente direcionador. No trabalho, uma micela polimérica fluorada conjugada com folato
foi empregada como sistema de entrega de um FS hidrofobico (Clorina €6), e sua citotoxicidade
in vitro foi avaliada em células Hela sob iluminagdo. Os resultados mostraram uma maior
inibi¢do do crescimento celular, que foi alcancado gragas a internalizagdo seletiva
(direcionamento ativo e passivo) proporcionada pela funcionaliza¢do com folato.[67] Além do
folato, outras vitaminas como a biotina, a vitamina B12 e a riboflavina sdo essenciais para os
processos de divisdo celular de células de cancer. Por esta razdo, estas vitaminas também tém
sido empregadas como agentes direcionadores visando direcionamento ativo, em especial a
biotina.

Dentre os materiais variados que tém sido propostos para a confeccdo de sistemas
nanoestruturados de entrega de FS, grande interesse tem se voltado aos poliméricos, e isso se
deve a caracteristicas como o seu baixo custo, variada disponibilidade comercial, e
principalmente pela facilidade de modificacdo de sua superficie, que permite funcionalizagado e
ajuste de propriedades.[68] Polimeros podem ser empregados na sintese de NPs poliméricas,
complexos de inclusdo, complexos eletroliticos, micelas, e entre outros. Um exemplo disto € o
trabalho publicado por Silva e colaboradores (2021), em que uma nanoestrutura composta por
lipidios e porfirina foi recoberta pelo polimero quitosana. A inclusdo da quitosana proporcionou
potencial Zeta superficial positivo e tamanho de aproximadamente 130 nm, que ¢ compativel

para efeito EPR passivo em futuras aplicagdes in vivo. Os estudos in vitro revelaram maior
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citotoxicidade da nanoparticula contra células de cancer de bexiga, em relagdo ao FS em sua
forma livre. Além disso, as analises também revelaram propriedades mucoadesivas que foram
associadas ao potencial Zeta positivo da NP de quitosana.[69]

Como pode-se perceber, a quitosana ¢ um polimero que tem sido amplamente citado
em muitos trabalhos inovadores envolvendo o desenvolvimento de sistemas de entrega de
farmacos. Na proxima se¢do serd feita uma breve revisdo sobre a quitosana, bem como sua

aplicacdo em TFD/TFT.
QUITOSANA

Encontrada em abundancia na natureza, em exoesqueletos de crustaceos e nas paredes
celulares de fungos, a quitina (Figura 9a) ¢ um polissacarideo composto por unidades repetidas
de N-acetil-D-glucosamina, essencialmente insoluvel em agua, o que impossibilita seu emprego
no campo da biomedicina. A partir de sua desacetilagdo parcial, obtém-se a quitosana (Figura
9b), um polissacarideo linear formado por subunidades de f-(1,4)-2-amino-2-deoxi-D-
glucopiranose e pequenas quantidades de N-acetil-D-glicosamina.[70], [71] Em geral, as
reacdes de desacetilagdo levam a uma quitosana com um percentual residual de 10 a 30% de

grupos amida.

Figura 9 — Estrutura da (a) quitina e (b) quitosana.
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As propriedades da quitosana estdo intimamente relacionadas ao grau de desacetilacdo
e a massa molar. Ao contrario da quitina, a quitosana possui grupos amino livres (Figura 9b)
que podem ser protonados, o que a torna solivel em meios acidos ou levemente acidos. Ainda
assim, em ambientes cujo pH ¢ superior a 6,5, ou mesmo em solventes organicos, a quitosana
¢ insoluvel, o que prejudica sua aplicacdo em sistemas bioldgicos. Sdo propriedades como
biocompatibilidade, ndo toxicidade, biodegradabilidade e mucoadesividade que justificam sua
amplitude de aplicacdes bioldgicas. Além disso, estudos ja mostraram que a quitosana pode
apresentar propriedades antitumorais[72], antimicrobianas[73] e antioxidantes[74]. E eficaz
para impedir o crescimento bacteriano e provocar a morte de micro-organismos, através de
mecanismos de destruicdo da membrana celular e penetragdo da quitosana, levando a
disfungdes celulares.[75] Além disso, a grande quantidade de grupos amino livres modificaveis
em sua estrutura torna a quitosana um polimero atrativo para aplicagao em diversas areas da
bioquimica e medicina.

A quitosana tém sido extensivamente empregada no desenvolvimento de sistemas
nanoestruturados de entrega de farmacos, incluindo FS para aplicagdo nas TFD e TFT. Na
literatura, j& foram reportados diversos derivados modificados de quitosana, capazes de se
automontar formando NPs com cavidade hidrofobica capazes de encapsular FS pouco soluveis
em agua. Um exemplo ¢ o trabalho do grupo de pesquisa de Chen et al. (2020), que desenvolveu
NPs de quitosana para encapsulamento tanto do agente fototérmico IR780 — que provoca morte
celular através de hipertermia — quanto do agente fotodindmico 4cido aminolevulinico (5-ALA
— cujo produto metabdlico ¢ o FS Protoporfirina I1X), afim de combinar as técnicas de TFD e
TFT, para tratamento de cancer de colon. Estudos mecanisticos revelaram que o sistema de
entrega pode elevar a produc¢do de EROs e 'O,, além de ter apresentado eficicia terapéutica in
vivo, sem causar efeitos adversos, destacando o potencial emprego destas NPs de quitosana no
tratamento de cancer de colon.[76] Em 2018, Belali e colaboradores desenvolveram um
hidrogel a base de quitosana, ao qual foram conjugados dois FS hidrofobicos, funcionalizados
com folato, desenhado para atuar como um sistema de liberagao sensivel ao pH. O estudo
revelou que a presenca de quitosana eliminou o problema de agregacao do FS em meio aquoso
e contribuiu para um aumento do rendimento quintico de 'O,. Anélises de fototoxicidade
mostraram que o sistema apresentou excelente capacidade de destruir células de cancer

seletivamente em TFD, sem danificar as células saudaveis.[77]
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Devido ao fato de a quitosana apresentar carater cationico em meio acido, ela interage
fortemente com substancias aniOnicas, tais como proteinas, lipideos e uma série de outros
materiais, €, por conta disso, ela tem sido empregada na obtengao de complexos polieletroliticos
(CPEs). Trabalhos recentes tém evidenciado a formagdo de complexos quitosana/polianion,
levando a formagdo de nanoestruturas que sdao destinadas ao encapsulamento de farmacos,
vacinas e FS. Em geral, estes CPEs sdo obtidos a partir de um processo nomeado coacervagao,
em que uma solugdo do polianion ¢ gotejada sob uma solugdo de quitosana. Como a sintese de
CPEs evita o uso de solventes organicos toxicos, uma vez que ocorre através da automontagem
dos polimeros em solugdo aquosa, sdo considerados atrativos sistemas de entrega de fArmacos.
Um exemplo ¢ a combinagdo entre quitosana e alginato, capaz de levar a formacao de CPE
mantidos por forcas eletrostaticas mecanicamente estaveis, assim como reportado por Saether
et al (2008).[78] CPEs formados pela jun¢do entre quitosana e acido hialuroénico também sao
empregados como dispositivos para implantes e como transportadores de farmacos.[79] Novas
formas de CPEs entre quitosana e poli(acido acrilico) (PAA), alginato, heparina,
carboximetilcelulose e quitina j& foram estudadas, onde-se analisaram-se as interagdes entre
membranas de CPEs e proteinas plasmaticas.[80]

Apesar do destaque nestes estudos, a reducdo drastica da solubilidade da quitosana a
medida em que se avanga na escala de pH dificulta sua aplicacdo no campo da biomedicina. A
quitosana comercial, por exemplo, apresenta um pK. intrinseco na faixa de 6,5 e apenas cerca
de 24 % de seus grupos aminos primarios encontram-se protonados em meio acido. Para evitar
esta inconveniéncia, ¢ interessante trabalhar com seus derivados quaternarios, que apresentam
uma carga positiva fixa no 4&tomo de nitrogénio, o que confere alta solubilidade at¢ mesmo em
solucdes neutras.[71] Nesta Tese abordaremos com maior profundidade dois deles: a N, N, N-

trimetil quitosana (TMC) e o N-(2-hidroxi)-propil-3-trimetilamonio quitosana.

1.2.1 N,N,N-Trimetil quitosana (TMC)

A TMC (Figura 10) € o produto da metilacdo dos grupos amino da quitosana, reacdo
que pode gerar TMC com diferentes graus de quaternalizagao (GQ). O GQ, ou densidade de
carga, representa o nimero de cargas positivas na molécula que podera, entdo, interagir com
sitios de carga negativa na membrana epitelial no organismo.[81] Sendo assim, polimeros como

a TMC podem ser utilizados como biomateriais para o desenvolvimento de sistemas de entrega
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de farmacos, pois conforme comentado anteriormente, podem aumentar a mucoadesdo e a
permeabilidade nas células epiteliais, favorecendo a absor¢ao do farmaco encapsulado.[82]
Muitos grupos de pesquisa tém direcionado esfor¢os para definir o GQ mais adequado para este
tipo de aplicacdo da TMC, e investiga-se que um GQ préximo de 50% apresente resultados

satisfatorios.[83]

Figura 10 — Estrutura geral da N, N, N-trimetil quitosana (TMC).
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Alguns estudos mostram o emprego de TMC para encapsulamento de firmacos e
emprego em terapias de cancer. Nguyen-Trinh e colaboradores (2021) investigaram a formacao
de micelas de complexo poliion utilizando TMC e PAA, visando encapsular doxorrubicina
(medicamento quimioterapico), e os resultados bioldgicos no tratamento in vitro de células de
cancer de colon murino revelaram que o farmaco encapsulado apresentou atividade anticancer
consideravelmente superior em relagdo a sua forma livre.[84]

J& foi comprovado que a TMC ¢ capaz de encapsular FS para aplicagio em TFD. A
TMC ja foi empregada para encapsulamento de bufanila, por um processo baseado em
interacdes eletrostaticas, formando nanoparticulas recobertas com albumina sérica humana
medindo aproximadamente 30 nm, que exerceram alta fototoxicidade contra linhagens celulares
de cancer de mama e pulmdo.[85] A TMC ja foi empregada como revestimento de
nanoparticulas metalicas com o objetivo de aumentar sua biocompatibilidade. E o caso de um
estudo recente de Bangde et al. (2022), que empregaram nanoparticulas de paladio recobertas
com TMC para TFT contra células de cancer de mama MDA-MB231 (linhagem celular de
cancer de mama, isolada pela primeira vez na década de 70 de uma paciente com carcinoma
mamario metastatico, em metastase pleural). Os testes in vitro revelaram que a cobertura com

TMC aumentou o acumulo das NPs nas células de cancer, em comparagdo as NPs revestidas



35

com quitosana. Além disso, apresentaram maior estabilidade do que as NPs de paladio nao
revestidas, apresentando efeito terapéutico fototérmico.[86]

A TMC foi empregada na sintese de CPEs com alginato para encapsulamento de NPs
de prata e aplicagdo biologica in vitro contra células de cancer de c6lon. O CPE foi capaz de
promover boa estabilizagdo das NPs de prata em pH géstrico, promovendo liberagdo sustentada
das mesmas em pH fisioldgico (7,4), em concentracdo suficiente para apresentar citotoxicidade
para as células de cancer sem afetar células saudaveis.

Apesar da grande quantidade de estudos aplicando TMC na sintese de variados tipos de
sistemas nanoestruturados de entrega de farmacos, poucos tem sido destinados para
encapsulamento de FS e aplicagdes fotodinamicas no tratamento do cancer, o que nos abre um
amplo campo de estudo. O polimero catidénico N-(2-hidroxi)-propil-3-trimetilamdnio quitosana,
também ¢ um tipo de derivado quaternario de quitosana, apresenta vantagens semelhantes que

serdo discutidas no topico a seguir.

1.2.2 N-(2-hidroxi)-propil-3-trimetilaménio quitosana (HTCC)

O polimero nomeado N-(2-hidroxi)-propil-3-trimetilamonio quitosana (sigla em inglés
HTCC —Figura 11), assim como a TMC, ¢ um derivado quaternario hidrossoluvel da quitosana,
que pode ser obtido a partir da reacdo da quitosana com cloreto de trimetil glicidil aménio. Ele
também tem sido aplicado na obtencdo de sistemas de entrega de farmacos para emprego em
diversos campos da biomedicina. Estudos ja demonstraram sua eficacia no encapsulamento de

diversos farmacos, como ribavirina[87], insulina[88], curcumina[89] e muitas outras.

Figura 11 — Estrutura geral do N-(2-hidroxi)-propil-3-trimetilamonio (HTCC).

HOH,C NH, HOH,C
N O HO 0

\O /,O \so

HO o) HO —

NH HOH,C
o) HN
- -mtL N - | Jo
CH,3 CH,CHCH,N*(CH3),

OH



36

O HTCC ja foi empregado na obtengdo de NPs polieletroliticas em um processo de
automontagem com sulfato de dextrana, através de interacdes eletrostaticas entre os dois
polimeros. No estudo em discussdo, de Shu et al. (2011), os pesquisadores escolheram o HTCC
em desfavor a quitosana, uma vez que aquele apresenta-se soluvel em toda a faixa de pH, fator
que corrobora para maior estabilidade das NPs.[90] Em outro estudo, o HTCC foi aplicado
como carreador de um farmaco muito empregado no tratamento de cancer de pulmao
(Paclitaxel), por Lv et al. (2011), que obtiveram NPs de aproximadamente 130 nm, e
apresentaram acumulagdo preferencial nos tecidos subcutaneos de tumores (in vitro) como
resultado do efeito EPR.[91] Com uma proposta diferente, o HTCC foi empregado junto a
glicerofosfato na sintese de um hidrogel termossensivel, utilizado como matriz para o
carregamento de lipossomas carregadas com doxorrubicina, e futura aplicacdo em tratamento
de cancer. Os testes in vivo demonstraram que o hidrogel elevou a atividade antitumoral,
reduzindo a toxicidade sist€émica no organismo dos camundongos.[92]

Apesar dos estudos promissores, ndo se encontram na literatura muitos estudos
empregando o HTCC na construgdo de sistemas nanoestruturados de entrega de FS para
aplicagdo em TFD, o que abre espaco de estudo nesta direcdo, estratégia que serd abordada

nesta Tese.

PARTE I



PLATAFORMA BASEADA EM NANOPARTICULAS DE OURO
FUNCIONALIZADAS COM AZUL DE METILENO, RECOBERTAS COM N-(2-
HIDROXI)PROPIL-3-TRIMETILAMONIO QUITOSANA: SINTESE,
CARACTERIZACAO E APLICACAO BIOLOGICA IN VITRO.
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INTRODUCAO

Na busca de tratamentos alternativos com efeitos colaterais reduzidos para variados
tipos de cancer, a Terapia Fototérmica (TFT) tem sido estudada a partir da aplicagao das ja
mencionadas nanoparticulas metalicas, que sdo capazes de converter fétons em energia térmica
e provocar dano celular por hipertermia. As nanoparticulas de ouro (AuNPs) sdo um excelente
exemplo de NPs metalicas capazes de produzir alta eficiéncia de conversao fototérmica, por se
tratar de uma classe de materiais Unicos que apresentam o efeito de Ressonancia de Plasmon de
Superficie Localizado (RPSL, ja discutido na Se¢do 2.1 desta Tese). Além disso, elas possuem
baixa citotoxicidade, o que ¢ desejavel quando se desenvolvem sistemas para aplicagdes
bioldgicas; facil sintese, além de oferecerem a possibilidade de funcionalizacdo de sua
superficie.[93] Outro ponto atrativo para seu emprego em TFT ¢ a possibilidade de administrar-
se as AuNPs diretamente na regido do tumor — com o auxilio dos sistemas de entrega —, o que
reduz os possiveis efeitos colaterais associados a distribuicdo ndo especifica que outra via de
administracao poderia oferecer.[94]

Quando plataformas para a fotoinativagdo de células sao desenvolvidas, busca-se
investigar a condicdo em que o sistema pode oferecer a melhor performance terapéutica
possivel. Uma estratégia interessante que vem sendo proposta para alcangar um maior efeito
terapéutico consiste em combinar TFT e TFD, através da manipulacdo de um sistema que
contenha ambos os agentes fototérmico e fotodindmico, irradiados por uma tnica fonte de luz.
As AuNPs tém sido empregadas, nesta direcdo, como plataforma para o carregamento de FS,
possibilitando a combinagdo das duas técnicas. Nestes casos, ¢ imprescindivel que as
propriedades dos materiais empregados sejam analisadas antes e apOs a conjugacao, uma vez
que mudangas estruturais e espaciais podem alterar as propriedades fotoquimicas e fotofisicas
das moléculas envolvidas. Em algumas estratégias a nanoparticula ¢ empregada sem
ancoramento ao FS, como € o caso do estudo publicado por Amini et al. (2013), em que AuNPs
e acido 5-aminolevolénico (FS) foram empregados em conjunto para testes in vitro contra uma
linhagem celular de carcinoma epidérmico. O estudo revelou o potencial das NPs em aumentar
a performance fotodindmica do FS.[95] Por outro lado, diferentes vias podem ser exploradas
para promover uma funcionalizacao da NP com o FS, empregando for¢as intermoleculares, por
exemplo. Interagdes eletrostaticas ja foram utilizadas para promover a conjugacao entre AuNPs

e o FS azul de metileno, por Darabpour et al. (2016), e o sistema foi aplicado para inativacao
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fotoinduzida de uma bactéria resistente a antibidticos (Staphylococcus Aureus). Neste estudo,
mais uma vez, as AuNPs elevaram a eficacia fotodinamica do FS, e o resultado foi atribuido a
maior produ¢do de EROs detectada, que pode ser uma consequéncia do efeito de ressonancia
das NPs.[96] Outros estudos ja reportaram que as AuNPs possuem a capacidade de alterar
propriedades fotoquimicas do FS azul de metileno[97], [98] entretanto, poucos sdo aqueles que
empregaram este sistema para inativacdo de células tumorais, tendo sido o foco principal a
microbiana. Ainda ¢ necessario, também, explorar o efeito sinérgico que a combinagdo entre
NPs e FS pode oferecer.

O azul de metileno (AM — Figura 12) ou cloreto de 3,7-bis(dimetilamino)fenazationio
¢ um corante de baixo custo, hidrossoluvel e catidnico, pertencente a classe dos compostos
fenotiazinios, que possui uma coloragdo azul unica derivada da forte banda de absor¢ao que
apresenta na regido de 550 a 700 nm. Além disso, apresenta maxima absorcdo de luz em
comprimento de onda proximo de 664 nm, bem como altos rendimentos quanticos de estado
tripleto (¢t ~ 0,52) e de geragdo de 'Oz (¢a ~ 0,5) — dados para etanol ou solu¢io aquosa diluida
—, 0 que viabiliza sua aplicagdo em fototerapias. De fato, o AM ¢ um FS conhecido, e sua
eficacia em TFD e na inativagdo fotodindmica de micro-organismos ja foi comprovada em
diversos estudos.[99] Entretanto, quando aplicado em sua forma livre, o AM pode causar uma
série de efeitos colaterais indesejaveis (mesmo quando ndo ha exposicdo a luz), dentre eles
podemos citar a necrose tecidual, hipertensao, asma e nauseas. Além disso, apesar de ser um
FS soluvel em agua — o que ¢ uma caracteristica rara tratando-se de FS —, 0 AM nao ¢ estavel
em meio biologico, sendo imediatamente reduzido a sua forma /euco (Figura 12) que ndo
apresenta absor¢do na regido do visivel devido a perda de conjugacdo das ligagcdes duplas em
seus anéis, 0 que o torna inativo para aplicacdes fotodinamicas.[100] Por essas razdes, a
aplicacdo do AM em sua forma livre € inviabilizada, e muitos pesquisadores t€ém empregado

esfor¢os no desenvolvimentos de sistemas de entrega que viabilizem sua aplicagao in vivo.

Figura 12 —Estrutura do FS Azul de Metileno (esquerda); Estrutura do Leuco-AM (direita).
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Dentre os materiais mais cotados para a sintese de sistemas de entrega, os poliméricos
tém recebido especial interesse nos ultimos anos, devido as inimeras vantagens que oferecem,
tais como possibilidade de modificagao e ajuste de propriedades, biocompatibilidade, baixo
custo e biodegradabilidade. Assim como destacado na revisao bibliografica desta Tese (se¢ao
1.2), a quitosana e seus derivados sdo materiais que oferecem as vantagens supracitadas, e seu
emprego na sintese de sistemas de entrega tem sido estudado para avaliar seu potencial para
recobrimento dos sistemas, capacidade de fotoprote¢ao do FS encapsulado, estabilidade frente
a luz, capacidade de formagao de estruturas nanométricas organizadas, dentre outros. O N-(2-
hidroxi)-propil-3-trimetilamonio quitosana (HTCC) ¢ um importante derivado da quitosana,
que recebeu atengdo nos ultimos anos por seu carater catidnico, o que possibilita a produgdo de
sistemas automontados de entrega de FS, formados a partir de forgas intermoleculares. A
obtengdo de sistemas por essa via dispensa reagdes quimicas onerosas, que envolveriam o uso
de solventes e reagentes toxicos, que podem ser de dificulta remogao. Para exemplificar, alguns
trabalhos publicados na literatura empregaram interagdes eletrostaticas para promover a
interagdo entre os componentes do sistema. Um exemplo ¢ o trabalho de Yen et al. (2018), que
prepararam AuNPs catidnicas empregando glucose em meio basico, como agente redutor, na
presenga de HTCC, e obtiveram nanoparticulas estaveis, de potencial Zeta positivo, que
apresentaram boa absor¢do por células de cancer.[101] Recentemente, Fan e colaboradores
(2023) empregaram HTCC na sintese de um compdsito com amilose, para encapsulamento de
AuNPs através de interagdes eletrostaticas entre os componentes. Neste caso, 0 compdsito se
provou capaz de interagir com duas proteinas derivadas do virus SARS-CoV-2 por vias também
eletrostaticas, formando duas subunidades de vacinas que mostraram potencial para estimular
o sistema imunoldgico.[102] Apesar de o HTCC apresentar potencial para a sintese de sistemas
nanoestruturados para aplicagdes bioldgicas, a sua aplicagdo em TFD e TFT combinadas ainda

¢ um campo da ciéncia que ndo foi explorado.
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OBJETIVOS

Com base no que foi relatado acima, o objetivo geral da Parte I desta Tese consistiu na

sintese e caracterizagdo do sistema denominado HTCC-AM-AuNPs, idealizado para aplicagao

2.2 combinada de Terapia Fototérmica (empregando AuNPs) e Terapia Fotodindmica (empregando

AM). Para tanto, os seguintes objetivos especificos foram delineados:

>

Sintetizar AuNPs com carga superficial residual anidnica, empregando-se como agente
estabilizante citrato de sodio;

Sintetizar o polimero catidnico derivado da quitosana, HTCC; e determinar seu grau de
substitui¢ao;

Funcionalizar as AuNPs com o FS cationico AM, e posteriormente recobrir o sistema
com o polimero catidbnico HTCC, através de interacdo eletrostitica entre os
componentes do sistema, dando origem ao conjugado HTCC-AM-AuNPs;
Caracterizar o conjugado quanto ao seu tamanho e potencial Zeta, e contrastar os dados
com o material de partida (AuNPs);

Determinar os perfis de absor¢do UV-Vis de AuNPs e AM antes e apds a conjugagao
em HTCC-AM-AuNPs;

Avaliar os rendimentos quanticos de emissdo de fluorescéncia do AM antes e apos
conjugacao;

Determinar a capacidade de conversao fototérmica do conjugado;

Verificar a capacidade do conjugado, das AuNPs livres e do AM livre em produzir
EROs frente a luz, a partir de cinéticas de degradacao com acido urico;

Avaliar a citotoxicidade do HTCC-AM-AuNPs contra células de cancer de mama
MDA-MB231 in vitro, combinando TFD/TFT, e comparar com o efeito isolado de
AuNPs livres, AM livre e do intermediario HTCC-AuNPs — no escuro e na presenca de

luz.
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PARTE EXPERIMENTAL

O Fluxograma 1 mostra o passo a passo metodolégico que foi empregado para

caracterizacao e aplicagao do sistema proposto na Parte 1.

23

Fluxograma 1 — Metodologias aplicadas na Parte 1.
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MATERIAIS

Todas as solugdes aquosas utilizadas na parte experimental I desta Tese de Doutorado
foram preparadas utilizando agua ultrapura Milli-Q (resistividade > 18 MQ cm).

A quitosana comercial de baixa massa molar (MM = 50000 — 190000 Da, grau de
desacetilacdo de 74%, CAS: 9012-76-4), o reagente cloreto de glicidil trimetil amonio
(CeH14CINO, MM = 151,63 g mol!, CAS: 3033-77-0), o precursor de ions ouro III (Au*") acido
cloroéurico tri-hidratado (HAuCls.3H20, MM = 393.80 g mol™!, CAS: 16961-25-4) e o agente
estabilizante citrato de sddio tribasico diidratado (NaCt; CsHsO7Na3z.2H>O, MM = 294,10 g
mol!, CAS: 6132-04-3) foram adquiridos pela Sigma-Aldrich. O FS catiénico Azul de metileno
(AM, C16H1sCIN3S, MM = 319,85 g mol'!, CAS: 61-73-4) foi adquirido da Vetec.

As sondas dimetilsulféxido (DMSO) de alta pureza, azida de s6dio (NaN3, MM = 65,01
gmol™!, CAS: 26628-22-8) e 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-6xido (DMPO, C¢H;1NO, MM = 113,16
g mol!, CAS: 3317-61-1) foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

INSTRUMENTACAO

Grande parte dos dados experimentais reportados nesta Tese foram obtidos nos
laboratorios 203, 312 e 313 do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), pertencentes ao Laboratorio de Catélise e Fenomenos Interfaciais — LACFI,
associado ao Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia — Catalise em sistemas moleculares e
nanoestruturados (INCT-Catalise).

As medidas de Microscopia Eletronica de Transmissdo e Microscopia Eletronica de
Varredura foram realizadas no Laboratorio Central de Microscopia Eletronica (LCME) da
UFSC.

Os experimentos de Analise de Lentes Térmicas foram realizados pelo Professor Dr.
Luis Carlos Malacarne, do Departamento de Fisica da Universidade Estadual do Maringa —
UEM (Parana, Brasil).

Os testes biologicos in vitro foram realizados em parceria com o Professor Dr. Alfeu
Zanotto Filho, no Laboratorio de Farmacologia e Bioquimica do Cancer (LabCancer) do

Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UFSC.
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As medidas de tamanho hidrodinamico e de potencial Zeta foram obtidas com o
equipamento Zetasizer Nano ZS da Malvern, do laboratério pertencente ao Grupo de Estudo
em Materiais Poliméricos (Polimat) do Prof. Dr. Alexandre Parize (UFSC).

As analises de difragdao de raios X foram realizadas pelo Prof. Dr. Adailton Jodo
Bortoluzzi, os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio foram obtidos com
o auxilio da Ma. Larissa Campos e de Glauber Renan de Lima, e as andlises de Espectrometria
de Infravermelho e Analise Elementar foram produzidas pelo Dr. Nilton Cezar Pereira, todas
realizadas com os equipamentos da Central de Analises do Departamento de Quimica da UFSC.

As andlises de Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica foram
realizadas em conjunto com o Prof. Dr. Adolfo Horn Junior, na Central de Analises.

As cubetas utilizadas neste trabalho sao fabricadas em quartzo, com duas ou quatro faces
translucidas. Também foram utilizadas cubetas de policarbonato do tipo célula capilar com
eletrodos integrados (Malvern) para medidas de potencial Zeta.

Todos os frascos e vidrarias utilizados no preparo das AuNPs foram rigorosamente
limpos, imersos em agua régia por 24 h e posteriormente lavados por diversas vezes com agua
destilada, e por fim com 4gua deionizada altamente pura. O devido controle de limpeza do
laboratério foi mantido. Apds secas, as vidrarias foram utilizadas nos processos de sintese,
preparo de solugdes e estoque, evitando seu armazenamento € acimulo de poeira e sujidades

ao longo dos dias.

METODOLOGIA

2.6.1 Caracterizacio do material de partida — Quitosana

A quitosana comercial (Sigma-Aldrich) foi caracterizada a partir das diferentes técnicas
descritas a seguir, a fim de determinar propriedades tais como massa molar média, composi¢ao
e propor¢ao entre as unidades monoméricas acetilada e desacetilada e constantes de dissociagao

acida (pKas).
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2.6.1.1 Determinagdo da massa molar viscosimétrica média da quitosana (M)

A massa molar viscosimétrica média (My) da quitosana foi determinada através da sua
viscosidade intrinseca [1], com o auxilio de um Microviscosimetro Anton Paar Lovis 2000M e
de um densimetro Anton Paar DMA 4500M, a 25 °C. Para efetuar as medidas, foram preparadas
solugdes de quitosana (na faixa de concentragdo de 1x10* a 5x10™* mol L) em uma solugio
aquosa de acido acético 0,3 mol L™! e acetato de s6dio 0,2 mol L™!. Primeiramente, a viscosidade
absoluta (n) das amostras foi medida, inserindo-se cerca de 1 mL da amostra no densimetro e
efetuando a leitura de densidade. Em seguida, uma aliquota de 100 uL. da amostra foi transferida
para um tubo capilar de 1,59 mm de didmetro, junto a uma esfera de prata. A densidade medida
anteriormente foi registrada no viscosimetro antes de iniciar-se a leitura. A n ¢ medida a partir
do tempo que a esfera de prata leva para percorrer o liquido dentro do capilar.[103] Todas as
leituras foram feitas em duplicata. A partir das medidas de m, pode-se calcular a viscosidade
relativa (nr1) através da Equacdo 1, a viscosidade especifica (nesp) pela Equagdo 2 ¢ a
viscosidade reduzida (nrq) pela Equagdo 3. Em solu¢des muito diluidas, quando a concentracao
de polimero tende a zero, [n] pode ser obtida por extrapolacdo para encontrar o valor de y

quando x = 0, assim como mostra a Equagdo 4.[104]

Ngmostra

Nyet = — (1)
Nsolvente
Ngmostra — Msolvente

Nesp = = Nyper — 1 (2)

Nsolvente

nesp

Nyeq = C 3)
. Mesp

= lim 4
[n] = lim —= )

onde, Mamostra € Msolvente SA0 a viscosidade absoluta das solugdes diluidas de quitosana e do
solvente puro, respectivamente, e C ¢ a concentracdo das solugdes de quitosana (g L''). Uma
vez determinado o valor de [n], pode-se estimar a My com base na Equacdo de Mark-Kuhn-
Houwink-Sakurada (Equacdo 5), na qual K e o sdo constantes que dependem das interagdes
entre polimero e solvente. Para a quitosana, as constantes encontradas na literatura: K = 0,074

ea=0,76[105]
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[n] = K(My)* (5)

2.6.1.2 Caracterizagdo fisico-quimica e determina¢do do grau de desacetilagdo (GD) da

quitosana

Para determinacdo das proporgdes entre as unidades monoméricas da quitosana, as
técnicas de RMN de 'H, espectroscopia de infravermelho e titulagio potenciométrica foram
aplicadas. Por fim, a média aritmética dos GD obtidos foi considerada. As técnicas de analise

elementar e difragdo de raios-X foram utilizadas como complemento para elucidagao estrutural.

Espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H)

Para a aquisi¢do dos espectros de RMN 'H, 15 mg de quitosana foram dissolvidas em
500 uL de 4gua deuterada (D20), adicionando-se 2 gotas de 4cido cloridrico deuterado (DCl)
para promover a solubilizagdo do polimero. A amostra foi transferida para o tubo e os espectros
foram adquiridos em um Espectrometro Bruker AVANCE DRX 400 MHz. Os parametros de
leitura foram fixados em: pulso de 45°, 128 acimulos e um tempo de relaxamento de 10 s. O
GD determinado por RMN 'H (GDrmn) foi calculado com base na Equagio 6, onde [H2,D] é a
integral do pico dos hidrogénios H2 correspondentes ao mondémeros desacetilados em 3,10
ppm, e [H8,Ac] ¢ a integral do pico dos hidrogénios H8’ relacionados aos mondmeros

acetilados em 1,99 ppm.[106]

Hy,D
Hz,D‘I' Hg,AC/g

GDpyn (%) = ( ) x 100 6)

Espectroscopia de Infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros de infravermelho da quitosana foram obtidos em pastilhas de KBr em um
espectrometro Bruker (Alpha) de 256 varreduras. Os espectros foram adquiridos no modo
transmitancia, no intervalo de 400 a 4000 cm™' e com resolugio de 2 cm™. O calculo do GD por
infravermelho (GDrr-r) foi baseado no método descrito por Brugnerotto et al. (2001), onde as

foram integradas as bandas que aparecem em: 1320 cm™ (Aisx), referente mondmeros
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acetilados; e 1420 cm™ (Aj420), referente aos mondmeros desacetilados. As respectivas reas

foram aplicadas na Equagdo 7 para determinagdo do GDrr.r.[103], [107]

_ Ai320
GDprir(%) = 100 — |31,92 x —— — 12,2 (7)
1420
I. Titulagdo potenciométrica

Para o procedimento de titulacdo, foram previamente preparados 500 mL da solugdo
titulante de hidroxido de potassio (KOH) descarbonatada, ou seja, preparada em agua
deionizada fervida (etapa importante para eliminacdo dos gases dissolvidos na dagua,
principalmente diéxido de carbono que, em solugdo aquosa, pode formar acido carbdnico, que
levard a alteracdes no pH do meio, levando a erro experimental). A solugdo de KOH foi
devidamente padronizada com biftalato de potassio e sua concentracao final foi determinada
em 0,085 mol L.

Em um copo de titulacdo, 21,4 mg de quitosana foram diluidos em aproximadamente
20 mL de dgua descarbonatada. Uma solucdo de acido cloridrico (HCl) foi empregada para
reduzir o pH da solugdo até proximo de 2.0. A solugdo foi mantida em agitagdo constante,
enquanto pequenos volumes da solucao titulante eram adicionados com o apoio de um Titulador
automatico Titronic Universal, e o pH da solugdo era registrado a cada adi¢ao, com um medidor
de pH de bancada HANNA pH meter instrument HI 113.

A curva de titulagdo (pH versus volume de KOH) foi plotada e a partir dela pode-se
determinar o(s) pKa(s) da quitosana. Os dados obtidos na titulacdo potenciométrica também
foram utilizados para calcular um GD (GDrp), € 0 GDrp foi calculado pela Equagdo 8, onde
161 g mol! é a massa molar do monomero desacetilado da quitosana, (V> — V1) é o volume

consumido entre os dois pontos de inflexdo, e m € a massa de quitosana.[103]

GDrp(%) = m

100 )]

Ao final, 0 GDmsdio da quitosana foi obtido a partir de média aritmética simples,

conforme Equagao 9:
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GDgpyn + GDprigr + GDrp
3

GDpeqio (%) = €))

I1. Analise elementar

A analise elementar da quitosana foi processada em um equipamento CHN 2400 Series
IT PerkinElmer, operando com o gas de arraste hélio (grau 5,0), oxigénio como gas de
combustdo (grau 6,0), temperatura de combustao de 925 °C e temperatura de reducdo de 640

°C. O equipamento foi calibrado com o padrao acetanilida.

III.  Analise de difracao de raios X

A caracterizacdo estrutural e cristalina da quitosana e da HTCC foram feitas usando um
difratdmetro de raios X (PanAlytical X pert PRO MPD). As condi¢des de medi¢do foram:
radiacdo Cu-Ka A = 1,54 A, angulo 20 variando de 10° a 80°, a tensdo foi de 40 kV e a
intensidade de 30 mA.

2.6.2 Sintese, caracterizacio e determinacio do grau de substituicio (GS) do derivado

cationico cloreto de N-(2-hidroxi)propil-3-trimetilamonio quitosana (HTCC)

A sintese do derivado cationico HTCC (Figura 13) foi adaptada de Favere e
colaboradores (2010)[108], 8 g de quitosana (7,02x10"2 mol) foram dispersas em 80 mL de 4gua
deionizada, com auxilio de cinco gotas de solugio aquosa de HC1 4 mol L', permanecendo em
agitacdo constante a 60 °C durante um periodo de 16 h. Apds, trés por¢des iguais do reagente
cloreto de trimetil glicidil amonio foram adicionados em intervalos pré-determinados de 2,5 h
(5,07x102 mol) . A reacdo foi mantida em 60 °C durante 24 h. Apos este periodo, o produto
HTCC foi precipitado em acetona gelada, apresentando textura gelatinosa, em seguida foi
lavado com metanol. O processo de precipitacdo e lavagem foi repetido por trés vezes para
garantir a elimina¢do de impurezas. O HTCC foi seco em bomba de vacuo e apresentou aspecto
esbranquicado, o sélido foi macerado em cadinho de porcelana para as andlises e aplicacdes

subsequentes[ 109].
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Figura 13 — Esquema da sintese do cloreto de N-(2-hidroxi)propil-3-trimetilamonio quitosana,
a partir da reagdo entre a quitosana e o cloreto de trimetil glicidil amoénio.

Quitosana
HOH,C NH,
\\ (0] HO
(@] Ne) RS
HO 0 +
NH HOH,C O
(0]
L L dn
H,0, 24 h, 60 °C
agitacdo constante
ON(CH)s
OH
HOH,C i NH T
ot | oo
HO | ¢)
o NH HOH,C HOH,C
L “mtL dx L
HTCC

.....................................................................

Fonte: elaborado pela autora.

O HTCC foi caracterizado através de RMN de 'H, FT-IR, anélise elementar, titulacdo

potenciométrica e difragcdo de raios-X. Para a determinagdo do grau de substituicao dos grupos

amonio quaterndrios do HTCC (GSnurcc) empregaram-se as Equagdes 10 e 11, baseando-se nas

integrais dos sinais observados no espectro de RMN de 'H, onde [ H; — Hg se refere a integral

dos hidrogénios dos carbonos C-3 ao C-6 (multipleto que vai de 3,0 a 3,6 ppm), das unidades

desacetiladas, TM5; ¢ a integral relativa aos 9 protons do grupo N,N,N-trimetil do HTCC

(singleto em & 2,82 ppm) e [ A¢ ¢é a integral dos hidrogénios do C-8 das unidades acetiladas

(singleto em & 1,62 ppm).[110]
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A, = (fH3—H6_f7;M3/9_fAC/3) (10)

GSurce = fTM3/(A1 X 9) (11)

Os procedimentos realizados para a obten¢do dos espectros de FT-IR, dos dados de
analise elementar, titulacdo potenciométrica e difracao de raios-X sao os mesmos ja descritos

na secao anterior.

2.6.3 Sintese das nanoparticulas de ouro estabilizadas com citrato (AuNPs)

Em um béquer, 50 mL de uma solucdo aquosa de HAuCls 0,25 mmol L' (totalizando
0,0125 mmol) foram aquecidos até a temperatura de 100 °C, utilizando uma manta térmica de
aquecimento. Ao atingir a temperatura definida, medida com auxilio de um termometro, 20 mL
de uma solu¢do aquosa de NaCt 1,25 mmol L' (0,025 mmol) foram instantaneamente
adicionados ao sistema, sob agitacdo rigorosa constante de 4000 rpm. Em um intervalo de
tempo de aproximadamente 4 min, observou-se a variacao da coloragdo da reag¢do de incolor
para preto, depois para roxo e por fim, a reagdo apresentou coloragio avermelhada.[111], [112]
Durante todo o procedimento, o béquer permaneceu tampado com uma placa de Petri para
reduzir a perda de solvente por evaporacdo. Apos resfriamento, a solu¢do contendo as AuNPs
foi centrifugada em uma centrifuga NovaTecnica NT 811 a 4000 rpm por 30 min. O
sobrenadante foi removido e as AuNPs precipitadas foram redissolvidas em agua deionizada a

uma concentragio final de 3,5 x 1071 mol L.

2.6.4 Preparo do conjugado HTCC-AM-AuNPs

Para a sintese do conjugado HTCC-AM-AuNPs, 1 mL de solu¢do aquosa de AuNPs
(3,5%1071% mol L") foram pipetadas com o auxilio de uma micropipeta, e transferidas para um
béquer. Na sequéncia, 1 mL de uma solugio aquosa de AM (1x107 mol L) foi adicionado, e
o0 sistema permaneceu sob agitacdo (1000 rpm) por 1 h, formando o intermediario AM-AuNPs.

Logo ap6s, 1 mL de uma solugdo aquosa de HTCC (3x107 mol L!, pH 10) foi adicionado ao
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sistema, que foi mantido por mais 1 h em agitacdo constante, dando origem ao conjugado
HTCC-AM-AuNPs. Toda a sintese foi realizada com controle de temperatura, a 22 °C, e com
protecao contra luz. O conjugado HTCC-AM-AuNPs foi precipitado por centrifugacao a 6000
rpm, por 40 min, sendo redissolvido em agua deionizada. O sobrenadante foi estocado para
posterior quantificacdo de AM ndo conjugado.
Para fins de controle e comparacdo, também propos-se a sintese dos intermediarios
listados a seguir:
e AM-AuNPs: 1 mL AuNPs (3,5x10° mol L") misturado a 1 mL AM (1x107 mol L"),
agitacdo constante (1h), centrifuga¢do 6000 rpm (40 min);
e HTCC-AuNPs: 1 mL AuNPs (3,5x107'° mol L") misturado a 1 mL HTCC (3x107 mol
L', pH 10), agitacio constante (1h), centrifugagio 6000 rpm (40 min);
Todos os conjugados sintetizados foram estocados em solugdo aquosa, na geladeira,

mantidos envoltos em papel aluminio, protegidos da incidéncia de luz.

2.6.5 Caracterizacoes fisico-quimicas das AuNPs, do conjugado HTCC-AM-AuNPs e
dos controles AM-AuNPs, HTCC-AuNPs e AM livre

2.6.5.1 Determinagdo do coeficiente de absor¢ao molar das AuNPs (g4unps)

Apos a sintese das AuNPs, foi necessaria a determinagado de seu coeficiente de absor¢ao
molar (gaunps), tornando possivel a determinacdo da concentragdo exata das solugdes de AuNPs
preparadas.

A primeira etapa para determinacdo do eaunps foi o célculo do nimero médio de 4&tomos
de ouro por nanoparticula (N), a partir da Equacdo 12, que considera o modelo esférico de
nanoparticulas. Na Eq. 12, p ¢ a densidade do ouro (19,3 g cm™), M é sua massa molar (197 g
mol ), e D ¢é o didmetro médio (nm) das AuNPs, obtido através de Microscopia Eletronica de
Transmissdo. Com o valor de N, foi possivel calcular a concentragio molar (C, mol L) da
solucdo de AuNPs, com a Equacdo 13, dividindo a quantia em mols de ouro adicionados na
sintese das AuNPs (N = 0,0125 mmol), pelo produto de N, do volume da solugao reacional

(V, L) e da constante de Avogadro (N4 = 6,022x10% mol™).[113]
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N = mpD = 30.89602D3 12
6 M T (12)
Ntotal
= 1
¢ NVN, (13)

A partir de C, foi possivel construir uma curva de calibragdo com a solu¢ao aquosa das
AuNPs, e entdo calcular o eaunps em 530 nm com base na Lei de Lambert-Beer (Equagdo 14),

onde A ¢ a absorbancia e b (cm) € o caminho Optico da cubeta.[113]

A= ebC (14)

2.6.5.2 Determinagdo do coeficiente de absor¢do molar do conjugado HTCC-AM-AuNPs

(EHTCC-AM-AuNPs)

O enrcc-am-aunps foi determinado a partir da construgdo de uma curva de calibracao de
absorbancia em fung¢ao da concentracdo do conjugado HTCC-AM-AuNPs em agua, os dados
foram tratados no software Origin e o coeficiente foi encontrado a partir de regressao linear,

com base na Equagao 14.

2.6.5.3 Medidas de espectrofotometria de absor¢do molecular

As AuNPs, o conjugado HTCC-AM-AuNPs e os grupos controle AM-AuNPs e HTCC-
AuNPs sintetizadas e 0 AM livre em solucdo aquosa foram caracterizadas quando ao seu perfil
de absor¢ao UV-Vis, na faixa de 300-800 nm, utilizando um espectrofotometro UV-Vis Cary
50 da Varian.

2.6.5.4 Medidas de tamanho hidrodinamico e de potencial Zeta

Todas as medidas de tamanho hidrodinamico e de potencial Zeta ({) reportadas nesta
Tese foram realizadas em triplicata, utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS da Malvern,
pertencente ao laboratdrio do grupo Polimat, do Departamento de Quimica da UFSC. Os

valores finais de tamanho e potencial Zeta foram obtidos através da média aritmética simples
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dos dados encontrados. As analises foram realizadas com controle de temperatura padrao de 25
°C.

Para as medidas de tamanho hidrodinamico, 2 mL da solu¢do aquosa da amostra de
AuNPs livres ou de HTCC-AM-AuNPs ([AuNPs] = 3,5x107'° mol L") foram transferidas para
uma cubeta de policarbonato, que foi inserida no equipamento, dando inicio as leituras.

As medidas de potencial Zeta foram realizadas nas mesmas concentragoes, injetando-
se, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur de vidro, cerca de 200 uLL de amostra no interior de
uma cubeta capilar com eletrodos acoplados. As medidas foram obtidas e processadas no

software Zetasizer.

2.6.5.5 Morfologia e tamanho por Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

Todas as micrografias apresentadas nesta Tese foram adquiridas utilizando um
microscopio eletronico de transmissdo JEM-1011, operado até 100 kV, que utiliza um filamento
de tungsténio como fonte de elétrons, pertencente ao Laboratorio Central de Microscopia
Eletronica (LCME — UFSC). O equipamento foi operado pela Dra. Laize Zaramello, pos
doutoranda do grupo LaCFI.

As amostras foram preparadas pingando-se uma gota da solugdo aquosa de AuNPs
(3,5%1071% mol L) sobre uma grade do tipo cobre-carbono para microscopia eletronica. O
excesso de solugdo foi removido por capilaridade, com um leve toque de papel filtro na lateral
da grade. O processo foi repetido por trés vezes. Por fim, a grade permaneceu por cerca de 8 h
em alto vacuo para secagem, estando entdo pronta para ser analisada no microscopio. As
imagens foram coletadas e as particulas foram contadas e medidas com o software Imagel.

Para o preparo da grade com HTCC-AM-AuNPs, o mesmo procedimento foi executado,
porém apds a deposicdo da amostra foi aplicada uma gota de uma solugdo de uranil (0,05%,

m/v) sobre a grade, como agente de coloragdo negativo.

2.6.5.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) com Pistola de Emissdo de Campo

Um microscopio eletronico de varredura de emissdo de campo JEOL JSM-6701F

incorporado com uma pistola de emissdao de campo de catodo frio e vacuo ultra alto foi utilizado



54

para obter mais imagens a respeito da superficie do conjugado HTCC-AM-AuNPs e de sua

composicao. As andlises foram realizadas pelo técnico Luciano de Oliveira, no LCME.

2.6.5.7 Espectros de emissdo de fluorescéncia

Os espectros de emissao de fluorescéncia do AM livre em solugdo aquosa e do
conjugado HTCC-AM-AuNPs foram obtidos por espectrofotometria de fluorescéncia através
de um espectrofluorimetro Cary Eclipse da Varian, que usa uma lampada de xenénio de 450 W
como fonte de excitagdo. O comprimento de onda de excitagdo empregado foi de 600 nm, com
fendas de excitacao e emissao fixadas em 10 nm. A concentracao de AM em ambas as amostras

é igual a 7x10° mol L.
2.6.6 Rendimentos quanticos de fluorescéncia (¢r)

Os rendimentos quanticos de fluorescéncia (¢r) do AM livre em agua e etanol e do
conjugado HTCC-AM-AuNPs foram calculados a partir de seus espectros de UV-Vis e de
emissao de fluorescéncia, perante a Equagdo 15, onde 4 representa a absor¢do em 600 nm, F' ¢
a area sob a curva do espectro de emissdo (obtido através de sua integral) e n ¢ o indice de
refracdo do solvente. O subindice r indica a amostra de referéncia e o subindice ¢ indica a
amostra analisada. A amostra de referéncia empregada foi uma solu¢do de AM em etanol, cujo
rendimento quéntico de emissao de fluorescéncia ¢ conhecido e reportado na literatura, igual a
0,52 (¢r na Eq. 15).[114] A concentragdo de AM na amostra de referéncia (AM em etanol)
empregada foi de 9,67x1077 mol L}, enquanto que nas amostras de AM em 4agua e HTCC-AM-
AuNPs a mesma concentracdo de AM foi utilizada, [AM] = 5,42x10° mol L™\,

_ ARFCnRZ(I)R
Fo AcFgnc?

(15)
Os espectros de absor¢do de luz UV-Vis e de emissao de fluorescéncia também foram
utilizados para calcular o deslocamento de Stokes (Av), baseado na Equagao 16, onde Aaps,max €

Aemimax S0 0 comprimento de onda maximo de absor¢do e de emissao, respectivamente.
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1 1
Av = 1><107< —~ ) (16)

abs,max ﬂemi,max

2.6.7 Analise de lentes térmicas (LT)

As amostras para os transientes de LT foram obtidas pipetando-se 15 uL da solucao
aquosa estoque de HTCC-AM-AuNPs (3,1x107'° mol L), diluidas em 2 mL de agua
deionizada. A técnica de LT de feixe duplo com incompatibilidade de modo foi usada para
estimar o rendimento de calor da amostra HTCC-AM-AuNPs. Nesta técnica, dois feixes de
laser Gaussianos TEMy continuos (laser de argonio a 532 nm) e uma sonda (He-Ne a 632.8
nm) foram empregados para gerar o efeito de lente térmica. Durante a irradiacdo do laser de
excitagdo, a absor¢do Optica da amostra gera deposi¢ao de calor por processos de decaimento
ndo radiativos. A intensidade do laser da sonda foi fraca o suficiente para evitar um efeito
térmico residual nos transientes de LT. O calor localizado altera o indice de refragdo local,
funcionando como uma lente eficaz para o feixe da sonda. O sinal de LT ¢ dado pela Equagao

17:[115]

2

I(t) = j exp[-(1+iV)g—id(g,t)]dg (17)
0

em que O(g,t) ¢ a mudanca de fase fotoinduzida conforme descrito na Equacao 18:

q)(g t) _ % t1 — e—2mg/(1—21’/tc) i (18)
’ te Jo (1-2t/t.)

Nas equagdes 17 e 18, i ¢ a unidade imaginaria (ou i=vV—1), g ¢ uma variavel de
. - . . . . . 2 .
integragdo adimensional relacionada a coordenadas radiais por r = (r / wlp) , sendo w1, 0 1aio

do feixe da sonda na posi¢do da amostra. O tempo caracteristico térmico t. = w?/4D, sendo w

o raio do feixe de excitagdo na posicao da amostra e D a difusividade térmica. T € uma variavel



56

de integracao com dimensao de tempo, 6, € um fator relacionado a um conjunto de parametros

fisicos proporcionais a amplitude do transiente de LT:

P, Ldn

Oen = kend, dT

(19)

A amplitude do sinal de LT ¢ relacionado com o coeficiente de rendimento de calor (¢),
o coeficiente de absorcao dtica (), a condutividade térmica (k), € com o coeficiente térmico
do indice de refragdo (dn/dT) (Equagao 19).[115] Na Equagdo 19, L é o comprimento do
caminho Optico, Ap € 0 comprimento da onda do laser da sonda, P € ® sdo a poténcia e o raio

do feixe de excitagdo do laser e m e V' sdo parametros geométricos da configuracdo.[115]

2.6.8 Ensaio de geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs)

O acido urico (AU) foi aplicado como sonda para avaliar a capacidade do AM livre em
dgua e do conjugado HTCC-AM-AuNPs em gerar EROs, incluindo oxigénio singleto (10»).
Em uma cubeta de quartzo de 10 mm, 500 pL. de AM (ou de HTCC-AM-AuNPs) ([AM] =
8x10°° mol L") foram misturados a 1,5 mL de uma solugiio aquosa de acido trico (1,05x10™*
mol L). A concentragdo final de AM e de AU, na cubeta, foi de 2x10° mol L' e 8x107 mol
L', respectivamente. As amostras foram irradiadas continuamente, por um periodo de tempo
pré-determinado, utilizando um laser vermelho (660 nm, 100 mW cm), mantido sobre a cubeta
durante todo o experimento, com o auxilio de um suporte. Os espectros de absor¢cao UV-Vis
foram simultaneamente registrados por um espectrofotdometro Cary 50 da Varian. As cinéticas
de degradag¢ao do AU foram acompanhadas em 285 e 320 nm, e ajustadas a modelos cinéticos
de primeira ordem (Equagdo 20), ou a modelos de duas etapas consecutivas de primeira ordem

(Equacao 21).

A=Ay + Be ™k (20)
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Aqui, A9 e A representam as absorbancias no tempo zero e durante a iluminagdo,
respectivamente, B ¢ a amplitude do decaimento da banda de absor¢do, k£ ¢ a constante de

velocidade e ¢ € o tempo de irradiagao.

A=Ay + Be kB, e k2t (21)

Onde kI e k2 sdo as constantes de velocidade de fotodegradacao do substrato para o
primeiro e segundo estagios, respectivamente, e B; e B> sdo a amplitude de decaimento da
absor¢dao do AU.

As AuNPs livres também foram testadas quanto a possibilidade de geragdo de EROs, a
fim de se verificar possivel efeito isolado, com o mesmo laser vermelho (660 nm), € com um
laser verde (530 nm, 100 mW cm™).

Adicionalmente, acompanharam-se as cinéticas de fotodegradagdo do AM em 665 nm,

os perfis cinéticos foram ajustados perante Equacao 20.

2.6.9 Investigacdo de produgio de EROs e 102

Para determinar as espécies predominantes geradas por AM livre e HTCC-AM-AuNPs
durante iluminagao, azida de s6dio (NaN3) e DMSO foram aplicados como agentes supressores
de !0 e EROs, respectivamente.[116] Para o experimento com azida de sddio, em uma cubeta
de quartzo de 10 mm de caminho 6Optico, 1,5 mL de solugdo aquosa de AU (1,05x10 mol L)
foram misturados a 500 puL de solucdo aquosa de AM (ou de HTCC-AM-AuNPs), cuja
concentra¢io de AM nestas amostras era constante e igual a 7,64x10° mol L', Posteriormente,
5 uL de uma solugio aquosa de azida de sédio 2 mol L™ foram adicionados.

Por outro lado, para o experimento com DMSO, uma solu¢dao de AU foi preparada com
uma solucio aquosa contendo 10% de DMSO ([AU] = 1,05x10* mol L), e entdio 1,5 mL desta
solucao foram pipetados para a cubeta, junto a 500 puL de solugdo aquosa de AM (ou de HTCC-
AM-AuNPs).

Em todos os experimentos, as concentragdes finais para o AM e AU foram,
respectivamente, 2x10°® mol L' e 8x10° mol L. Uma vez prontas, as amostras foram

irradiadas com um laser vermelho (660 nm, 100 mW c¢m™), e a degradacio de 4cido urico foi
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acompanhada por espectroscopia de UV-Vis em 295 nm. Os perfis cinéticos foram plotados e
a constante de velocidade & das reagdes foi obtida através das Equacdes 20 e 21.
Adicionalmente, os espectros de Espectroscopia de Ressondncia Paramagnética
Eletronica (RPE) foram obtidos utilizando um sistema Bruker EMX micro-9.5/2.7/P/L, com
cavidade cilindrica de alta sensibilidade, operando na banda X (9.38 GHz) a 293 K. Os
seguintes parametros experimentais foram empregados: campo magnético central 3340 G,
largura de varredura 100 G, poténcia de micro-ondas de 5 Mw, amplitude de modulacao de 1G,
frequéncia de modulagao de 100 kHz, ganho de receptor de 30 dB e nimero de varreduras igual
a 1. Os espectros foram simulados utilizando o software SpinFit (Bruker). As solugdes contendo
AM (5x107% mol L"), AuNPs (1,7x10'° mol L) e 5,5-dimetil-1-pirrolina-N- 6xido (DMPO)
(0,1 mol L") foram preparadas em um Eppendorf e irradiados por 3 min com um laser vermelho
(660 nm, 100 mW cm™), o sistema foi isolado com papel aluminio. As amostras foram
imediatamente adicionadas a um tubo de vidro (0,5 mm de didmetro interno), e as medidas

foram registradas apds 2 min.

2.6.10 Testes biologicos in vitro

2.6.10.1 Ensaio colorimétrico de Sulforodamina B

O ensaio de sulforodamina B (SRB) foi utilizado para determinagdo da densidade
celular, com base na medi¢ao do contetido de proteina celular. Em sintese, células de cancer de
mama MDA-MB231 foram plaqueadas em placas de 96 pocos (5000 células/pogo). Apds um
periodo de 24 h, as células foram pré-incubadas com as seguintes formulagdes teste, em
diferentes concentragoes: HTCC-AM-AuNPs, HTCC-AuNPs ¢ AM livre ([AM] =0,5; 1,0 e
2,5 umol L' e [AuNPs] = 6,75x1071% 2,7x10% ¢ 1,35x107'° mol L. Apés 15 min de
incubagdo, as amostras foram expostas a um sistema de LED in vitro — luz branca (“Warm
White”, nimero de série LK1490 MO006 — espectro de irradidncia na Figura AA a - Anexo A)
(55,3 J cm™ — curva de calibracio de irradidncia versus porcentagem de poténcia na Figura AA
b — Anexo A) por 30 min, utilizando o equipamento em cabine de seguranca bioldgica em
temperatura ambiente (25 °C). Os controles foram tratados nas mesmas condi¢des no escuro.

Ao término dos 30 min de iluminagdo, as células foram incubadas por mais 48 h em incubadora
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umidificada a 37 °C, e posteriormente fixadas com 100 pL de acido tricloroacético gelado 10%
por 1 ha4°C. As placas foram entdo lavadas cinco vezes com agua fria e deixadas secar durante
a noite. Uma soluc¢dao de SRB (0,057% de SRB em 1% de acido acético) e secas ao ar durante
a noite. Em seguida, 100 pL de Tris base 10 mM (pH 10,5) foram adicionados para solubilizar
o corante. As placas foram agitadas suavemente durante 20 min e a absorbancia foi lida a 510
nm em um leitor de microplacas. A densidade celular foi calculada como a percentagem de

absorbancia (% de células) em comparacdo com a absorbancia de controles ndo tratados.[117]
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RESULTADOS E DISCUSSAO

2.7.1 Caracterizacio da quitosana e do derivado catidonico cloreto de n-(2-

hidroxi)propil-3-trimetilamonio quitosana (HTCC)

A primeira etapa experimental consistiu na caracterizacdo completa do material de
partida — a quitosana, que foi utilizada na sintese do derivado quaternario (cationico) cloreto de
N-(2-hidroxi)propil-3-trimetilamonio quitosana (HTCC). O HTCC foi sintetizado com o
objetivo de aumentar a solubilidade da quitosana em uma ampla faixa de pH[118], facilitando
sua aplicagdo na sintese do conjugado. Além disso, 0 HTCC mantém as excelentes propriedades
bioldgicas da quitosana, tais como alta biocompatibilidade e baixa toxicidade.[119], [120]

O método da viscosidade intrinseca [1] foi utilizado para determinar a massa molar
viscosimétrica média (M) da quitosana. Os dados obtidos de viscosidade absoluta (1)),
viscosidade relativa (nri1), viscosidade especifica (nesp) € viscosidade reduzida (nwed) estdo
listados na Tabela A1 do Apéndice A. A partir destes dados, plotou-se um grafico de nwed em
funcao da concentragdo de quitosana (Figura 14), em que o intercepto € o valor correspondente
de [n], resultando em um valor igual a 532,1 mL g, dado utilizado para calcular a My, a partir
da Equacdo 5 (Equacio de Mark-Kuhn-Houwink-Sakurada). Para a quitosana, a M;, encontrada
foide 114.677 Da (ou 114,7 kDa). Este valor de massa molar, determinado experimentalmente,
corrobora com as informacgdes fornecidas pelo fabricante na embalagem do produto, estando
dentro da faixa de 50.000 — 190.000 Da, caracterizando-a como uma quitosana de baixa massa

molar.
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Figura 14 — Viscosidade reduzida (nwed, mL g') em funcio da concentragdo de quitosana (g mL
1) com os dados experimentais listados na Tabela A1 (Apéndice A). O intercepto representa a

[n], 532,103 mL g! para a quitosana, cujo valor foi utilizado para a obten¢do de sua massa
molar viscosimétrica My, .
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Para elucidagdo estrutural da quitosana, foi determinado o seu Grau de Desacetilagao
(GD). A primeira técnica empregada para o calculo do GD da quitosana foi a RMN de 'H
(Figura 16a, pg 63), o GDrwvn foi calculado a partir de Equagdo 6 e o valor de 79% foi
encontrado. Adicionalmente, o espectro de infravermelho da quitosana (Figura B 1 — Apéndice
B) também foi empregado para calcular seu GD (GDrr.1r), pela Equacdo 7, cujas areas das
bandas em 1324 cm’' (mondmero acetilado) e 1424 cm™' (mondmero desacetilado) estdo
representadas na Figura B 2 (Apéndice B), resultando um GDrr.1r de 78,8%. Por fim, o GDtp
foi obtido da Equagao 8, baseado na titulagdo potenciométrica da quitosana (Figura 19a, pg 68),
resultando 65%. O GD médio da quitosana foi considerado entao, como 74%. O GD obtido ¢
coerente com o informado pelo fornecedor, e indica que 26% da quitosana ¢ composta por

monodmeros acetilados (Figura 15).
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Figura 15 — Estrutura geral do biopolimero quitosana, cuja cadeia é composta em 26% por
mondmeros acetilados e o restante, 74%, por monomeros desacetilados.
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A quaternizacdo da quitosana e a formagao do derivado cationico HTCC foi confirmada
por RMN de 'H (Figura 16). O espectro de RMN de 'H da quitosana (Figura 16a) foi utilizado
para confirmar que a modificagdo quimica foi bem sucedida. Ele apresentou os sinais
caracteristicos do polissacarideo, em 6 1,99 ppm, referente aos protons metilicos dos grupos
acetamida (H-8’, mondmero acetilado); em o 3,10 ppm referente ao préton do carbono-2 do
monodmero desacetilado (H-2); e em & 3,68 a 3,84 ppm (H-3,4,5,6 ¢ 6°). O sinal referente aos
H-1,1" ndo pode ser visto, pois seu deslocamento quimico (8) esperado (em torno de 4,87 ppm)
coincide com o do solvente (D,0), estando sobrepostos ao sinal deste.[121], [122]

O espectro obtido para o HTCC (Figura 16b) ¢ muito similar ao da quitosana, entretanto,
pode-se destacar o aparecimento dos sinais em 6 2,82 e 4,23 ppm. De acordo com os resultados
obtidos por Xiao e colaboradores (2012), que sintetizaram e caracterizaram o HTCC, o sinal
em 0 2,82 ppm indica a presenca dos protons dos grupos metilicos do sal de amdnio quaternario
(H-d), e o sinal em & 4,23 ppm esta relacionado ao proton metinico (Hb) também proveniente
do ligante quaternario.[123] Os sinais que aparecem entre 3-4 ppm sdo o resultado de multiplos
sinais de "H que encontram-se sobrepostos e sdo derivados dos hidrogénios dos carbonos C-3
a C-6. A partir das integrais de cada sinal, foi possivel determinar o grau de substituicao (GS)
do HTCC, através das Equagdes 10 e 11, e um GS de 69% foi encontrado. Considerando que a
quantidade de unidades acetiladas ndo reage (26%), a quantidade remanescente de unidades

desacetiladas no HTCC ¢é de 5%.
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Figura 16 — Espectros de RMN '"H 400 MHZ da quitosana (a) e do derivado catidénico HTCC
(b), em D70. Os sinais sao destacados e relacionados aos respectivos hidrogénios que puderam
ser identificados.
(2)QUITOSANA

D,0
Solvent

74%

H-3,4,5,6,6

=
-—1.99 69

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6
Deslocamento quimico (ppm)
d
OH CH3
(bHTCC a bl o 1,4
D0 CHa~CHCHz"N—=CHj,
d
Solvent CH,
26% 5% H-d 69%
&
~
oL &
g 3 3 8
T T T T T T ﬁ\ T T T T T T T T T T T T T 1
54 52 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 . 6 34 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6
Deslocamento quimico (ppm)



64

A analise elementar (Tabela 1) obtida para o HTCC e para a quitosana mostrou que os
percentuais em massa obtidos experimentalmente, para C, N e H sdo consistentes com aqueles
teoricamente calculados, apresentando deslocamentos negativos para C e N, e positivo para H,
que pode estar relacionado a presenca de dgua nas amostras. Além disso, a propor¢do entre o
percentual de C e N encontrada nos calculos tedrico e experimental ¢ muito proxima,
apresentando discrepancia inferior a 1,5% para quitosana e 2,5% para o HTCC, reforcando a

coeréncia das propor¢des monomeéricas apresentadas.

Tabela 1 — Comparagao entre os percentuais de C, H e N presentes nas amostras de (a) quitosana
e (b) HTCC, calculados teoricamente e determinados experimentalmente através de andlise

elementar.

Quitosana
i NHZ_
/,oH ° — Total Total
(a) o .
HOH,C calculado | experimental
L i (“o0) (Y0)
74 %
C (%) 44,72 45,39 42,01
H (%) 6,88 6,77 7,10
N (%) 8,69 8,22 7,50
C/N - 5,52 5,60
HTCC
On(cHy);
OH
Total
NH Total
(b) ? NH experimenta
oo HO calculado
0 o 1
0
oM, Hond (%) )
5% 69 %
C (%) 47,29 44,72 51,97 50,39 41,42
H (%) 6,45 6,88 9,09 8,29 8,42
N (%) 6,89 8,69 10,1 9,19 7,37
C/N - - - 5,48 5,62
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Os espectros de infravermelho da quitosana e do HTCC sao mostrados na Figura 17. A
intensa banda que aparece na regido entre 3500-3300 cm™' se refere a vibragio axial das ligagdes
N-H e O-H presentes nos polissacarideos. Na quitosana, esta banda ¢ mais intensa (vide Figura
17a) porque esta também relacionada as ligacdes de hidrogénio inter- e intramoleculares deste
polimero. Os grupos alquil de ambos os polimeros apresentam picos de absor¢do em 2925 e
2869 cm’!, relacionados ao estiramento simétrico a assimétrico das ligagdes C-H,
respectivamente. O estiramento do grupo C=0 da amida I pode ser observado pela banda em
1654 cm’!, enquanto a vibragio angular da ligagdo N-H da amida II se encontra em 1595 cm,
ambos derivados dos grupos N-acetilados. A banda em 1320 cm™! se deve ao estiramento C-N
da amida II dos mondmeros N-acetilados. Em 1590 cm™ encontra-se uma banda que pode ser
atribuida a vibragdo angular da ligagdo N-H das aminas primadrias.[124] As bandas em 1420 e
1380 cm™! foram relacionadas a vibragio angular dos grupos CH» e deformagdes simétricas dos
grupos CHj3, respectivamente. A banda em 1154 cm™! corresponde ao estiramento assimétrico
da ponte C-O-C, caracteristicos da estrutura sacaridica, e as bandas em 1077 e 1034 podem ser
atribuidas ao estiramento C-O. Em comparacdo com o espectro da quitosana, algumas
mudangas foram observadas no espectro do HTCC, como o aparecimento de uma banda sutil
em 1482 cm!, relacionada com modos vibracionais angulares assimétricos dos grupos metil
(ligagdes C-H dos grupos trimetilamonio) do sal de amonio quaternario.[123], [125], [126]
Ocorreu, ainda, um aumento da intensidade da banda em 2924 cm™ devido a vibragdes C-H
simétricas. Para uma melhor visualizagdo das bandas HTCC evidenciadas, consulte a ampliagdo
da regido de interesse (Figura B 3 — Apéndice B). Com base nos espectros de RMN 'H e FT-
IR, pode-se dizer que a sintese do HTCC se procedeu com sucesso. Por fim, a proporcao entre
as unidades monoméricas do HTCC ficou definida em: 26% de mondmeros acetilados, 69% de

mondmeros quaternizados, e 5% de mondmeros desacetilados, assim como ilustra a Figura 18.
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Figura 17 — Espectros de infravermelho da quitosana (a) e do derivado cationico HTCC (b).
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Figura 18 — Estrutura geral do HTCC, polimero cationico obtido a partir da reagdo de
quaternizagdo da quitosana, composto em 26% por mondmeros acetilados, 5% por
desacetilados e 69% por monomeros quaternizados.
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Para complementar a caracterizacdo dos polimeros, foram realizadas as titulagdes
potenciométricas. A titulagdo do HTCC (Figura 19b) mostrou um perfil distinto da quitosana
(Figura 19a), apresentando dois pKas em 6,1 e 10,2. O pK, de 6,1, equivalente ao pK, da
quitosana, foi atribuido ao grupo -NH», enquanto o pK. de 10,2 foi relacionado a amina
secundaria NHR.

O pKa de 6,1 da quitosana ¢ reportado na literatura e difere do valor esperado para o pKa
de aminas (entre 10 e 11).[127] Para obter maiores informagdes a respeito desta condigdo, as
analises de difracdo de raios-X foram efetuadas. O padrao de difragdo de raios X da quitosana
(Figura 20) mostrou um pico em 20 = 20,0° indicando estrutura cristalina estabilizada por
ligagdes intramoleculares e intermoleculares de hidrogénio, que diminuem a solubilidade da
quitosana acima de pH 6.[128], [129], [130], [131] A presenga destas ligacdes de hidrogénio
torna os elétrons ndo ligantes dos grupos amino menos disponiveis, diminuindo a basicidade
dos mesmos, que encontram-se protonados apenas em pHs ligeiramente acidos. Apos a
funcionalizacdo da quitosana e formacdo do derivado HTCC, com o impedimento estérico
causado pela insercdo do grupo substituinte, a formacdo da estrutura cristalina ¢ dificultada
(Figura 20), o que possibilita a dissolu¢ao em pH neutro, e o pKa observado de 10,2 € consistente

com o esperado para aminas secundarias.[132]
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Figura 19 — Titulagdes potenciométricas. (a) Quitosana, 1,1 g L', 25 °C, Vi, V2 e pKa
destacados; (b) HTCC, 2,0 g L', 25 °C, pKa1 e pKa2 destacados.
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Figura 20 — Padroes de difracdo de raios X da quitosana pura e da quitosana quaternizada
(HTCC).
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2.7.2 Caracterizacao das AuNPs e do conjugado HTCC-AM-AuNPs

As nanoparticulas de ouro recobertas com citrato (AuNPs) foram sintetizadas com o
intuito de funcionarem como a base para montagem do sistema de entrega AM. O preparo das
AuNPs seguiu o conhecido método de Turkevich[111], empregando &cido cloroaurico
(HAuCls) como precursor dos fons Au*" e citrato de sédio (NaCt) como agente redutor e
estabilizante da nanoparticula. De acordo com Turkevich (1985, p. 86): “a reducdo do acido
clorodurico pelo citrato de sodio a 100 °C produziu uma solugdo coloidal [...] que apresentava
excelente estabilidade e tamanho de particula uniforme de 20 nm de diametro.”[111]

A solucdo contendo as AuNPs apresentou coloracdo avermelhada (vide inserto na
Figura 21a), resultante do efeito de Ressonancia de Plasmon de Superficie, com absor¢ao de
luz na regido do verde do espectro eletromagnético. O espectro de absor¢ao das AuNPs mostrou
o perfil caracteristico deste tipo de material, apresentando forte absor¢do na regidao do visivel
com comprimento de onda maximo de absor¢ao (Amax) em 530 nm (Figura 21a).[133]. O
comprimento de onda maximo de absor¢ao das AuNPs tem relacao direta com seu tamanho, e
bandas de absor¢do na regido de 520 a 530 nm indicam a formagdo de nanoparticulas com

tamanhos que variam entre 30 a 40 nm.[134] Além disso, a razdo molar HAuCl4:NaCt (1:2)
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empregada na sintese foi baseada no estudo de Dong e colaboradores (2019), que reportaram a
obtencao de AuNPs de aproximadamente 50 nm ao empregar a razao molar mencionada.[135],
[136]

Na sequéncia, medidas de espalhamento dinamico de luz permitiram determinar o
tamanho hidrodindmico médio das AuNPs, resultando em 47,6 nm. O tamanho também foi
analisado através de medidas de Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET). As imagens
de MET revelaram que as AuNPs possuem formato esférico (Figura 21b). Um histograma de
distribuicao de tamanhos (Figura 21c¢) foi construido, medindo-se o tamanho de cada uma das
nanoparticulas contidas na Figura 21b, com auxilio do software ImageJ, ¢ um tamanho médio
de 29,34+4,6 nm foi determinado. O valor obtido de tamanho hidrodinamico ¢ superior devido
a presenga da camada organica externa de grupos citrato envolvendo as AuNPs (ndo visivel nas
imagens de MET), além da camada de solvatacdo. O tamanho das AuNPs sintetizadas
apresentou-se em acordo com o referencial tedrico citado para a faixa de absor¢ao maxima de
530 nm.

As medidas de potencial Zeta mostraram que as AuNPs possuem carga superficial
negativa, em torno de -24,4 mV, atribuida a presenca dos grupos carboxilato das moléculas de
citrato em sua superficie, possuindo forte carater anionico.[137] O coeficiente de absor¢ao
molar das AuNPs, gaunps, foi determinado como 2,96x10° L mol! cm™ a 530 nm (consulte
Figura C 1, Apéndice C), e estd em acordo com os valores encontrados na literatura para AuNPs
recobertas com citrato de tamanho proximo.[113]

Conforme mencionado, os grupos citrato negativamente carregados presentes na
superficie das nanoparticulas podem ser utilizados para funcionalizagdo das AuNPs com
moléculas catidnicas, através de interagdes eletrostaticas, conforme ja reportado em diversos
trabalhos.[138], [139] Neste trabalho, as interagdes eletrostaticas foram empregadas como forga
motriz para a incorporagdo do FS azul de metileno (AM) e do polimero HTCC, ambas espécies

catiOnicas, a superficie das AuNPs, levando a formag¢ao do conjugado HTCC-AM-AuNPs.
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Figura 21 — (a) Espectro de UV-Vis das AuNPs (2,31x107!° mol L) — inserto: coloracdo
avermelhada da solugdo aquosa de AuNPs; (b) imagens de MET 100 kV das AuNPs, escala de
100 nm; (c) histograma de distribuicao de tamanhos usado para determinar o tamanho médio
das AuNPs.
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Para a obtencdo do conjugado HTCC-AM-AuNPs, a superficie das AuNPs foi
eletrostaticamente funcionalizada primeiramente com o FS AM, e logo ap6s com HTCC, assim
como mostra o passo a passo da Figura 22. O HTCC nao possui atividade em terapias
fotoativadas, tendo sido inserido no conjugado com o objetivo da formacao de uma camada

polimérica de recobrimento da particula e prote¢do contra a redu¢ao do AM.

Figura 22 — Representagdo esquematica da sintese do conjugado HTCC-AM-AuNPs.
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Os conjugados de HTCC-AM-AuNPs foram caracterizados quanto ao seu espectro de
absor¢ao UV-Vis, e comparado aos perfis de absorcao das AuNPs livres, do AM livre, e das
AuNPs na presenca de HTCC (HTCC-AuNPs), assim como mostra a Figura 23a. A banda em
530 nm, caracteristica das AuNPs, pode ser observada tanto no conjugado HTCC-AM-AuNPs,
quanto no controle HTCC-AuNPs, ndo apresentando deslocamento de seu Amax de absorcao.
Além disso, a banda de AM em 665 nm foi observada no espectro do conjugado, indicando que
a funcionaliza¢do da superficie das AuNPs com o FS AM foi realizada com sucesso. Nao foi
possivel obter o produto intermediario da sintese do conjugado, AM-AuNPs, que seria

investigado também como grupo controle, uma vez que, apds centrifugacdo, ndo se apresentou
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solivel em 4gua. O coeficiente de absor¢cao molar do conjugado (enrtcc-am-aunps), determinado
por regressao linear (Figura D 1 — Apéndice D), ¢ de 2,62x10° L mol™! ecm™.

O tamanho hidrodindmico obtido para o conjugado HTCC-AM-AuNPs foi de 150,4 nm,
significativamente maior que o tamanho obtido previamente para as AuNPs livres (47,6 nm).
Este aumento de tamanho pode ser relacionado a funcionalizagdo da superficie da nanoparticula
com AM, somado ao recobrimento com as cadeias poliméricas de HTCC, dado que corrobora
para confirmag¢do da formag¢ao do conjugado. Além disso, o Potencial Zeta sofreu uma
modificacao de -24,4 mV (AuNPs livres) para +26,6 mV no HTCC-AM-AuNPs, comprovando
que as nanoparticulas foram recobertas com o polimero cationico. Para um maior detalhamento
com relagdo a morfologia do conjugado, imagens de MET e MEV foram obtidas. Apesar da
tentativa de marcagdo do material organico que recobre as nanoparticulas no conjugado, com o
marcador uranil, ndo foi possivel observar a camada polimérica nas imagens de MET, sendo
possivel apenas observar o material inorganico contido no grid — ou seja, as AuNPs (Figura
23b). Desta forma, ndo foi possivel fazer as leituras de tamanho por MET e construgao de
histograma para o conjugado. Por outro lado, na imagem de MEV (Figura 23c) ¢ possivel
identificar a camada polimérica externa, representada por um sombreado cinza claro que
envolve as nanoparticulas. Ambas as imagens revelam morfologia esférica do sistema. Com a
finalidade de obter-se mais dados para comprovar a presenca do HTCC na superficie do
conjugado, realizou-se uma a analise de composicdo elemental a partir de MEV com pistola de
emissao de campo, onde obteve-se um espectro de energia dispersiva de elétrons (Figura 24).
No espectro, o pico de maior intensidade que aparece sem indica¢do, em aproximadamente 1,9
keV, se refere ao silicio (Si), elemento constituinte da placa sobre a qual € suportada a amostra,
o pico ¢ desconsiderado para que ndo interfira na contagem percentual dos elementos que
compde a amostra. A andlise revelou picos que indicam a presenc¢a dos seguintes 4tomos no
conjugado HTCC-AM-AuNPs: ouro (Au—86,21+1.12%); carbono (C — 5,66+0,47%); oxigénio
(O — 6,18 £0,44%) e nitrogénio (N — 1,95+1,02%) (Tabela 2). Os resultados indicam que o
conjugado ¢ composto majoritariamente por atomos de ouro, associados as AuNPs, enquanto
os atomos de C e O podem ser associados tanto ao citrato quanto ao HTCC. O diferencial desta
analise foi o indicativo da presenga de N, uma vez que o unico componente do conjugado que
apresenta atomos de N em sua composi¢ao € o HTCC, refor¢ando entdo, a presenga do polimero

na amostra.



74

Figura 23 — (a) Espectros de absor¢io do HTCC-AM-AuNPs, [AuNPs] = 3.5x1071% mol L;
[MB] = 7.4x10° mol L!, a imagem inserida mostra a coloragdo do conjugado em solucdo
aquosa. (b) Imagem de MET (escala 100 nm) e (c) Imagem de MEV do HTCC-AM-AuNPs, as
setas vermelhas indicam a camada polimérica de HTCC recobrindo a particula.
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Figura 24 — Espectro de energia dispersiva com os resultados percentuais (%), em massa, dos
elementos constituintes da amostra HTCC-AM-AuNPs. Voltagem de aceleragdo de 15,0 kV,

magnificacdo de 20000.
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Tabela 2 — Resultados, em percentual de massa e atomos, com erro relativo, dos elementos
constituintes da amostra HTCC-AM-AuNPs, obtidos através de analise de energia dispersiva
de clétrons.

Percentual, em massa (%)

C-K N-K O-K Au-M
HTCC-AM-AuNPs 5,66 1,95 6,18 86,21
Erro (%) ()
HTCC-AM-AuNPs +0,47 +1,02 +0,44 +1,12

Percentual, em atomos (%)

C-K N-K O-K Au-M

HTCC-AM-AuNPs 32,85 9,72 26,93 30,51
Erro (%) ()

HTCC-AM-AuNPs +2,72 45,10 +1,94 +0,40

Além das caracterizagdes supracitadas, as propriedades fotofisicas do AM livre e
conjugado ao HTCC-AM-AuNPs foram analisadas, a partir de seus espectros de emissao de
fluorescéncia. Como pode-se observar na Figura 25a, ao ser incorporado no conjugado, o AM
apresenta uma intensa reducdo de sua emissdo de fluorescéncia, em relagdo a sua forma livre
(AM livre em 4gua e em etanol). Os comprimentos de onda maximos de absor¢ao (Aabs,max) €
de emissao (Aemi,max) foram utilizados para calcular o deslocamento de Stokes (Av), através da

Equacao 16, e os resultados estdo dispostos na Tabela 3. Um pequeno Av foi observado para o
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HTCC-AM-AuNPs em relagdo ao AM livre, e isto pode ser associado ao microambiente
diferente em que o AM se encontra quando incorporado as nanoparticulas, estando recoberto
por cadeias poliméricas.

A partir dos espectros de luz visivel e de emissdo também foi possivel determinar os
rendimentos quanticos de fluorescéncia (¢r). E interessante salientar que os calculos foram
realizados através da Equacao 15 e o valor de ¢r de referéncia empregado ¢ o do AM em etanol
(0,52). Para o AM livre em agua, o ¢r encontrado foi de 0,27, enquanto o AM incorporado ao
conjugado HTCC-AM-AuNPs apresentou ¢r abaixo de 0,01. Em parte, esta brusca redugao
pode estar associada a reabsor¢do interna de luz pelas AuNPs (Figura 25b), ou seja, uma parte
da luz incidente emitida pela fonte no momento da excitagao estaria sendo absorvida pelas
nanoparticulas. Além disso, uma vez que o AM foi conjugado as AuNPs, mudangas nos
caminhos de desativa¢do do estado excitado podem ser consideradas, como a reducdo das
transi¢cdes S1 =2 So por emissao de fluorescéncia. A redugdo de um processo de desativagao
pode levar ao favorecimento de outro(s), como, por exemplo, o cruzamento intersitema, que

favorece as reagdes no estado tripleto, desejavel para aplicagoes fotodinamicas.

Tabela 3 — Deslocamentos de Stokes (Av, cm™') para 0 AM livre em etanol e em 4gua e para o
AM conjugado ao HTCC-AM-AuNPs.

Amostra Solvente Aabs,max Aemimax  Av (cm™)
Etanol 655 674 430,4
AM i
Agua 665 685 439.0
HTCC-AM-AuNPs Agua 665 681 353,3
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Figura 25 - (a) Espectros de emissdo de fluorescéncia do AM livre em etanol e em agua, e do
AM conjugado ao HTCC-AM-AuNPs, a 25 °C, comprimento de onda de excitacdo (Aexc) de
600 nm, fenda 10 nm, [AM] em etanol = 9,67x10”7 mol L!; [AM] em 4gua e no HTCC-AM-
AuNPs = 5,42x10% mol L. (b) Comparagio entre a absorc¢io visivel das AuNPs e a emissdo
de fluorescéncia do AM no conjugado HTCC-AM-AuNPs.
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2.7.3 Analise de lente térmica (LT)

As AuNPs foram aplicadas na constru¢do do conjugado HTCC-AM-AuNPs para além
de servirem como base para o carregamento de AM, uma vez que o efeito de Ressonancia de
Plasmon de Superficie Localizado (RPSL) - tnico das nanoparticulas metalicas - pode ser
aproveitado para promover a elevagdo da temperatura de seu ambiente local, na medida em que
sua superficie € atingida por radiacao absorvivel, possibilitando sua aplicagao fototérmica.[140]
Para avaliar a capacidade de produgdo de calor das AuNPs conjugadas ao sistema HTCC-AM-
AuNPs, a analise de Lente Térmica (LT) foi realizada. Os transientes de LT para o HTCC-AM-
AuNPs em diferentes poténcias de excitagdo podem ser vistos na Figura 26a (transientes
similares também foram obtidos para agua pura). No experimento de LT, usam-se diferentes
poténcias de excitacdo para garantir, assim como prevé o modelo tedrico, uma dependéncia
linear da amplitude com a poténcia. Quando se empregam poténcias muito grandes, efeitos nao
lineares podem afetar a analise impossibilitando a aplicagdo do modelo tedrico. O ajuste do
modelo ¢ representado pela linha continua, € nos permite obter a difusividade térmica (D) e o
parametro Gth (este ¢ um fator que se correlaciona com um conjunto de parametros fisicos
proporcionais a amplitude do transiente de LT) (veja na Figura 26b).

Aqui, assume-se que as propriedades do sistema HTCC-AM-AuNPs em &agua sdo
muito similares as da 4gua pura, ja que no experimento de LT uma pequena concentragdo da
amostra de HTCC-AM-AuN:s foi utilizada, mudando apenas o coeficiente de absor¢do 6tica (j3)
e a amplitude do sinal de LT relacionada ao rendimento do coeficiente de calor (¢). O
rendimento de calor da a fra¢do de energia absorvida que ¢ convertida em calor. Sendo assim,
a razao entre Oaunps/Osgua = (BAunPs AuNps/Pagua Pagua). Usando os valores estimados de absor¢ao
oOtica para a amostra de HTCC-AM-AuNPs a partir da absorbancia em func¢ao da concentragao
da amostra, os valores de absor¢do Otica da 4gua em 530 nm retirados da literatura[141], e o

Oagua = 1, verificou-se que aproximadamente 25% da energia absorvida é convertida em calor.
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Figura 26 — (a) Transientes de LT para a amostra de HTCC-AM-AuNPs em diferentes poténcias
de excitacdo (20, 30, 38, 49 mW); (b) Parametro 0w versus poténcia de excitagdo do laser.

(a) HTCC-MB-AuNPs o SinaldelLT
1.00 g Ajuste

0.98

0.96

Sinalde LT

0.94

0.92

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Tempo (s)

(b) HTCC-AM-AuUNPs
0,06

0,04

eth

0,02

0,00 . 1 . 1 . 1 . ! . !
0 10 20 30 40 50

Poténcia (mW)




80

2.7.4 Producio de espécies reativas de oxigénio (EROs) e oxigénio singleto (102)

O AM foi o FS escolhido para compor o sistema HTCC-AM-AuNPs. Em sua forma
livre, 0 AM ja ¢ amplamente reportado na literatura por ser capaz de gerar espécies reativas de
oxigénio (EROs), aplicavel em TFD.[99], [142], [143]

Para averiguar o potencial do conjugado sintetizado, HTCC-AM-AuNPs, em aplicagdes
fotodinamicas, investigou-se a capacidade do AM em gerar EROs e 'Oy, antes e apds sua
conjugacao ao HTCC-AM-AuNPs, mediante aplicacdo de luz. Para a determinagao destas
espécies, uma alternativa ¢ a utilizagao de agentes supressores, que nada mais sao do que sondas
quimicas que reagem com as EROs e 'O, gerados, sofrendo oxidagdo durante a iluminagdo do
FS.[144] Nesta analise, o 4cido trico (AU) foi empregado como sonda para quantificacdo de
EROs/!02, pelo método descrito por Fischer et al (1998), empregando-se uma luz
monocromatica como fonte de irradiacdo de uma solugdo aquosa contendo o FS e 0 AU, ¢
medindo-se a quantidade de AU que reagiu em um determinado tempo por meio de
espectrofotometria de UV-Vis.[145] A redugdo da absorbancia do AU em 285 nm foi o
parametro utilizado para avaliar a atividade fotodindmica do conjugado.[146]

Os espectros de absor¢do UV-Vis do AM livre ¢ do HTCC-AM-AuNPs em solucdo
aquosa de AU podem ser observados na Figura 27, durante os primeiros 30 min de iluminagao
com um laser vermelho. O laser possui comprimento de onda maximo de emissao em 660 nm,
muito proximo ao comprimento de onda maximo de emissao (Aemi) do AM (665), fazendo com
que o FS seja a principal espécie a absorver a radiagdo. Para o AM livre (Figura 27a), a cinética
de degradacdo do AU (285 nm) foi ajustada para um modelo cinético com duas etapas
consecutivas de primeira ordem, havendo a formacao de uma espécie intermediaria, observada
em 332nm, nos primeiros min da iluminagdo, que logo ¢ degradada (inserto na Figura 27a).
Constantes de velocidade & similares foram obtidas em ambos os casos, e estdo descritas na
Tabela 4. O perfil cinético de degradagdo do AU observado para o conjugado HTCC-AM-
AuNPs (Figura 27b) foi diferente daquele do AM livre, sendo ajustado a um modelo de primeira
ordem. Nesse, também se observou a formac¢ao do intermediario (320 nm), que também foi
acompanhada pelo modelo de primeira ordem (inserto na Figura 27b). Através dos dados da
Tabela 4, podemos comparar as constantes de velocidade de degradagdo do AU para ambos os
sistemas, onde € possivel observar um ligeiro decréscimo de k1 no conjugado HTCC-AM-

AuNPs em comparacao com AM livre, enquanto os valores de k> mantiveram-se similares em
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ambas as amostras. Este ¢ um resultado importante, uma vez que mostra que, mesmo apds a

incorpora¢ao do AM ao sistema nanoparticulado, a geragdo de EROs continua acontecendo.

Figura 27 — Espectros de absor¢io UV-Vis do AU (7,8x10”° mol L), sob iluminag¢do (Aemi =
660 nm, 100 mW cm2), na presenca de AM livre em dgua(a) e de HTCC-AM-AuNPs (b), [AM]
=2x10°mol L', a 25 °C. As setas indicam a redugiio da absorbancia do AU (285 nm) a medida
em que o processo de irradiacdo acontece. As imagens inseridas mostram, em destaque, a
variagdo da absorbancia do AU em 285, 332 ou 330 nm, em fun¢do do tempo.
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Além disso, € possivel observar uma menor degradagdo do AM quando incorporado ao
conjugado (Figura 27b, praticamente ndo ocorre redu¢do da absorbancia em 665 nm durante
toda a iluminagdo). Para quantificar o efeito de fotodegradagdo do AM, as constantes de
velocidade de fotodegradacao (ou fotobranqueamento), krg, foram determinadas, e observou-
se que krB para o conjugado HTCC-AM-AuNPs se apresentou ligeiramente menor do que krg
do AM livre, indicando que a camada polimérica que reveste o conjugado pode agir como uma
barreira protetiva, atuando na protecdo do FS contra processos de fotobranqueamento.
Entretanto, com o decréscimo na capacidade de geracao de EROs, que sdo responsaveis pela
acao fotodinamica em TFD, uma intensa redu¢do da agdo fotodindmica do AM encapsulado ao

sistema HTCC-AM-AuNPs ¢ esperada.

Tabela 4 — Constantes de velocidade k para a degradagdo do AU (k1 e k2) e constantes de
velocidade de fotobranqueamento (krp), em solu¢do aquosa a 25 °C. As medidas foram
realizadas na auséncia e na presenca de supressores.

Supressor | k& (102 min™) AM livre HTCC-AM-AuNPs
ki 12510 (146£9)* - (72+17)*
- k> 8,73+0.70 (7,8+1.1)* 7,01+0,70

krs 3,01+0,59 1,83+0,51
ki 20,7429 .

AzidaP k> 1,29+0,01 -
krg 3,31+0,12 1.77£0.33
ki 74+£17 57,9+£21,2

DMSO* k> 6,93+0,01 0,73+0,12
ke 1,04+0,01 0,23+0,05

* Os valores entre parénteses foram determinados a partir das absorbancias da espécie
intermediaria citada — em 332 nm para o AM livre e em 320 nm para o AM conjugado ao
HTCC-AM-AuNPs.

2 Sem supressor. ° Na presenca de azida de sodio (2 mol L™). © Na presenca de DMSO 10%.

Para descartar possiveis interferéncias nas constantes de velocidade calculadas para o
AM no sistema conjugado, investigou-se também se as AuNPs livres poderiam ser capazes de
gerar EROs quando irradiadas com luz vermelha (660 nm, 100 mW cm™) ou verde (530 nm,

100 mW c¢cm™). A luz verde foi aplicada pois seu Aemi coincide com o Aaps maximo das AuNPs.



83

Nestes experimentos controle, o mesmo protocolo foi seguido, e os espectros contidos na Figura
28 revelaram que a absorbancia do AU, em 285 nm, permaneceu constante durante toda a

iluminagdo, com ambos os lasers, provando que as AuNPs ndo sdo capazes de produzir EROs.

Figura 28 — Espectros de UV-Vis do AU (7,8x10” mol L") na presenca de AuNPs livres, sob
irradiacdo com um (a) laser vermelho (Aemi= 660 nm) e (b) laser verde (Aemi= 530 nm). [AuNPs]
=1x10"" mol L.
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Visando identificar as EROs geradas por HTCC-AM-AuNPs, realizou-se a degradagao
do AU na presencga de agentes supressores especificos, sendo eles: (i) azida de sodio e (ii)
DMSO. A azida de sodio ¢ um substrato conhecido, muito utilizado na supressdao de oxigénio

singlete (102)[147], enquanto que o0 DMSO ¢é um bom agente supressor do radical hidroxia
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(*OH)[148], que ¢ um dos principais radicais gerados pelo AM, assim como reportado na
literatura.[149] Os resultados estdo dispostos na Tabela 4. Assim como pode-se perceber, para
o AM livre as constantes de velocidade ki e k> diminuiram bruscamente na presen¢a de azida
de s6dio, mas ndo tiveram um decréscimo muito acentuado na presenca de DMSO. Estas &
indicam que o processo de fotodegradagiio do AU ¢é fortemente dependente da geracdo de 'O
no meio. Ainda que nao tenha sido possivel observar a degradagdao do AU na amostra de HTCC-
AM-AuNPs, a mesma tendéncia foi observada. Na dire¢do contraria, ao analisar a principal
espécie responsavel pelo processo de fotobranqueamento do AM, percebemos que o processo
¢ dependente da participagdo de radiciais livres de *OH, uma vez que na presenca de azida de
sodio, as krg permaneceram praticamente inalteradas, porém na presenca de DMSO as krg
sofreram redu¢do notdvel. A mesma tendéncia foi observada para AM livre e HTCC-AM-
AuNPs.

As medidas de Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica confirmaram
a formagdo dos radicais *OH, empregando DMPO como capturador de radicais. Foram
analisadas as seguintes amostras: AM livre em dgua, HTCC-AM-AuNPs e o grupo controle
HTCC-AuNPs. Apos 3 min de irradiagdo (660 nm, 100 mW cm) os espectros da Figura 29
foram coletados, mostrando que o grupo controle HTCC-AuNPs ndo foi capaz de gerar EROs,
conforme esperado. Todavia, na amostra contendo AM livre, um sinal intenso foi observado,
narazado 1:2:2:1. Ao se fazer a simulagdo deste espectro (Figura 30), os parametros encontrados
foram de aN = 14,9437 e aH = 14,6276 G, que estdo de acordo com a presenca de radical
hidroxia. Na analise da amostra HTCC-AM-AuNPs, a mesma tendéncia foi observada,
apresentando, porém, uma menor intensidade dos sinais associados ao *OH, sugerindo entdo
que, no conjugado, ele ¢ formado em menor quantidade, estando em acordo com os estudos

cinéticos dispostos acima.
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Figura 29 — Espectros de RPE obtidos para as solugdes contendo (em cima) DMPO + HTCC-
AuNPs; (meio) DMPO + AM livre e (embaixo) DMPO + HTCC-AM-AuNPs, apos 3 min de

iluminacgao.
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Figura 30 — Espectro RPE experimental (linha preta) e simulado (linha vermelha), para a
amostra DMPO + AM livre, irradiado por 3 min. Pardmetros de simulagdo: aN = 14.9437 G;

al =14.6276 G.
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2.7.5 Testes biolégicos: avaliacdo de terapia fototérmica e fotodinamica in vitro

ApOs todas as caracterizagOes realizadas para o conjugado HTCC-AM-AuNPs terem
revelado sua capacidade de elevacao da temperatura local e de producao de EROs, avaliou-se
seu potencial em causar citotoxicidade in vitro contra células de cancer de mama do tipo MDA-
MB231, tanto no escuro quanto na presenca de luz. Para visualizagdo da densidade celular apo6s
a realizacao dos testes, foi empregado o ensaio colorimétrico da Sulforodamina B, teste este
que ¢ um indicativo sensivel da citotoxicidade induzida por farmacos/FS.[150]

Para os testes, foram empregados trés grupos controle, para contabilizar possiveis
contribuintes citotoxicos isolados, sendo eles: as nanoparticulas de ouro livres em solugdo
aquosa (AuNPs); azul de metileno livre em solugcdo aquosa (AM) e as nanoparticulas de ouro
revestidas com o polimero HTCC em solucdo aquosa (HTCC-AuNPs). As amostras foram
incubadas com as células de cancer MDA-MB231 por 48 h, em diferentes concentracdes. Para
as amostras contendo AM — HTCC-AM-AuNPs e AM livre — as concentragdes de AM nos
pocos foram de 0,5; 1,0 e 2,5 umol L', enquanto para as amostras contendo AuNPs — AuNPs
livres e HTCC-AuNPs — as concentracdes de AuNPs variaram entre 6,75x107'% 2,7x1071% ¢
1,35x1071° mol L.

No escuro, com excecdo do AM livre, as amostras apresentaram baixa toxicidade
contra as cé€lulas, assim como pode-se observar na Figura 31 — que traz imagens da densidade
celular ao final dos testes, de forma qualitativa — e na Figura 32a, de forma quantitativa. Na
Figura 31, pode-se perceber que os pogos tratados no escuro se encontram preenchidos de
células apos a realizacdo do ensaio, uma vez que a coloracdo rosa indica um baixo percentual
de morte celular. Da Figura 32a, ressalta-se que, para a maior concentragao de AM (2,5 umol
L), a densidade celular registrada foi pouco inferior a 65 % para o AM livre, e
aproximadamente 85% para o conjugado HTCC-AM-AuNPs, quando comparados as células
controle (100%). A partir destes dados, pode-se perceber que a incorporagdao do AM na camada
polimérica de HTCC auxiliou na reducdo de sua toxicidade no escuro, o que ¢ extremamente
importante considerando futuras aplicagdes in vivo em TFD e TFT. Muito estudos publicados
na literatura ja reportaram a toxicidade no escuro de diversos FS, inclusive do AM,
principalmente em doses altas (acima de 20 pmol L™)[151]. Entretanto, os resultados também

indicam que '02 e EROs (espécies formadas perante iluminagio) nio estdo envolvidas nos
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processos de destruicao das células, neste caso.[152] Para os grupos controle nanoparticula de
ouro livre (AuNPs) e recoberta com polimero (HTCC-AuNPs) ndo foi observado efeito
citotoxico no escuro (Figura 32a).

Para as células tratadas com luz (30 min, luz branca, 55,3 ] cm™), o conjugado HTCC-
AM-AuNPs se mostrou altamente citotoxico, reduzindo a densidade celular a 10% (Figura 32b)
na menor concentragdo aplicada (0,5 umol L), o que é possivel observar nos pogos sem
coloracdo da Figura 31. Este resultado mostra que o conjugado foi eficaz em promover a morte
celular mesmo em baixas concentragdes. E interessante perceber que o AM livre apresentou
eficacia citotoxica in vitro similar a do conjugado (Figura 32b). Em adicdo, os controles de
AuNPs livres ¢ HTCC-AuNPs ndo apresentaram citotoxicidade na presenca de luz. A
incorpora¢ao do AM as AuNPs recobertas com HTCC modificou suas propriedades fotofisicas
e fotoquimicas, havendo um decréscimo acentuado em sua emissao de fluorescéncia, bem como
uma ligeira reducdo de reatividade em rea¢des modelo, como fora discutido nas sessdes
antecedentes. Apesar disso, apresentou forte efeito na reducao da densidade das células de
cancer, em ligeira maior propor¢do em comparacio ao efeito causado pelo AM livre, o que
indica que, no conjugado, houve o efeito combinado de TFD e TFT. Além disso, o conjugado
favoreceu a estabilizacdo do AM.

Os resultados dos testes biologicos evidenciaram que, apesar do efeito fototerapéutico
do conjugado HTCC-AM-AuNPs ser muito proximo ao do AM livre, o conjugado demonstrou
efeito sinérgico de TFD e FTF, com excelente capacidade de causar morte de células de cancer

in vitro.
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Figura 31 — Células de cancer de mama MDA-MB231 plaqueadas nos pogos, apds ensaio de
citotoxicidade in vitro com HTCC-AM-AuNPs e os grupos controle AM livre, AuNPs livres e
HTCC-AuNPs. Em cima: amostras tratadas no escuro; Embaixo: amostras tratadas com luz (30
min, sistema de LED com luz branca, 55,3 J cm™)
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Figura 32 — Ensaio de citotoxicidade celular pelo método colorimétrico de SRB, comparando o
efeito dos grupos controle AM livre, AuNPs livres ¢ HTCC-AuNPs e do conjugado HTCC-
AM-AuNPs contra células de cancer de mama MDA-MB231, (a) no escuro ¢ (b) com
iluminagdo (30 min, 55,3 J cm™?). Os graficos mostram a percentagem de células que
sobreviveram ao tratamento, em diferentes concentracdes das amostras.
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CONCLUSOES PARCIAIS

A sintese do conjugado HTCC-AM-AuNPs se deu através de interagdes eletrostaticas,

em que AuNPs, recobertas com citrato e, portanto, anidnicas, foram funcionalizadas com o FS

2.8 catidnico AM e revestidas com o polimero catidnico HTCC. Abaixo estdo listadas as principais

propriedades apresentadas pelo conjugado:

Tamanho hidrodinamico igual a 47,6 nm e tamanho médio obtido por microscopia
eletronica de aproximadamente 150 nm;

Potencial Zeta positivo, de +26,6 mV;

Morfologia esférica da nanoparticula;

Capacidade de conversdo de 25% da energia absorvida (luz) em calor;

Capacidade de produgio de EROs e de 'O, havendo uma maior participagdo do radical
hidroxia °*OH (cuja formacdo foi confirmada por RPE) nos processos de
fotobranqueamento do AM, e maior contribui¢io do 'O2 na degradacido do AU;
Fotoproteg¢do ao AM fornecida pelo conjugado, gragas a camada polimérica de HTCC;
Redug¢do significativa da toxicidade no escuro do AM contra células de cancer de mama
in vitro, fator associado ao recobrimento polimérico;

Capacidade de inativar cerca de 90% das células de cancer de mama MDA-MB231 in

vitro, em uma tinica aplicacdo, com 30 min de iluminacdo de luz branca (55,3 J cm™).

A fotoprotecao apresentada pelo AM quando incorporado ao conjugado HTCC-AM-

AuNPs ¢ de extrema importancia para futuras aplicagdes in vivo, considerando que, se o FS

sofre uma rapida fotodegradacdo a medida em que € iluminado, durante a aplicagdo do

tratamento, sua concentracdo pode se reduzir a um ponto em que ndo seja capaz de gerar

citotoxicidade suficiente para gerar o fotodano as células alvo, prejudicando a eficacia do

tratamento.

O conjugado HTCC-AM-AuNPs foi eficaz na inativacao de células de cancer de mama

in vitro, apresentando resultado superior a todos os grupos controles testados, indicando que a

soma entre os componentes fotoativos do sistema (AuNPs e AM) proporcionou efeito sinérgico

resultante da combinacado entre TFT e TFD, almejados inicialmente.
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PARTE 11

COMPLEXO POLIELETROLITICO CARREGADO COM FTALOCIANINA
DE ZINCO (II) DIRECIONADO COM BIOTINA COMO ALTERNATIVA PARA
TERAPIA FOTODINAMICA
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INTRODUCAO

Quando falamos em FS com eficacia comprovada em TFD, a familia das Ftalocianinas
(Figura 33a) compde um conjunto de moléculas que compreende as caracteristicas desejaveis
para aplicacdo fotodindmica. Compostas por heterociclos aromaticos unidos a partir de pontes
de nitrogénio que conectam quatro unidades isoindol, estas oferecem alta estabilidade quimica,
baixa citotoxicidade no escuro e alto rendimento quantico de geragao de EROs, além de forte
absor¢ao de luz na regiao de 630 nm.[153] As ftalocianinas podem coordenar-se a diferentes
metais, como zinco, magnésio, aluminio e silicio, de forma que suas propriedades fotoquimicas
sdo significativamente alteradas na presenca dos diferentes metais. A ftalocianina de zinco II
(ZnPc — Figura 33b) tem sido empregada em diferentes estudos fotodindmicos, uma vez que a
coordenacio ao ion zinco(Il), Zn™?, ion paramagnético, confere a ela um maior rendimento
quantico de estado tripleto (¢1), elevando sua capacidade de produgdo de EROs (exemplo, para
ftalocianina ndo metalada (Pc) em DMF, ¢1=0,24; para ZnPc em tolueno/1% piridina ¢1= 0,58
[672 nm]) .[154] A ZnPc pertence a familia das metaloftalocianinas, classe de compostos que
possui reportes na literatura como promissora para o tratamento de alguns canceres metasticos,

conforme discutido na Se¢ao 1.[53]

Figura 33 — (a) Estrutura geral das ftalocianinas (esquerda); (b) Estrutura da ftalocianina de

o
o

Ftalocianina Ftalocianina de Zinco

Apesar das numerosas vantagens que a ZnPc oferece, ela apresenta uma limitacao

especifica que compromete sua aplicagdo, que ¢ a baixa solubilidade em 4dgua e na maioria dos
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solventes organicos. Quando aplicada em sua forma livre em solu¢do, a ZnPc forma auto
agregados que reduzem drasticamente sua capacidade de producdo de EROs/'O,, uma vez que
a acao fotoquimica de um FS depende essencialmente da presenga de espécies
monome¢ricas.[155] Uma estratégia para aumentar a solubilidade desta molécula consiste na
inser¢do de substituintes ao anel, que resultem em uma molécula com maior momento de
dipolo. Todavia, tais reagdes ja demonstraram ser dispendiosas, além de levarem a formacao,
em alguns casos, de isOmeros cuja separagao e purificagdo ¢ dificultosa.[156] Além disso,
alteragdes estruturais podem afetar o comportamento fotoquimico da molécula, e, em uma
desfavoravel hipotese, reduzir sua capacidade de producdo de EROs.[157] Para evitar esses
possiveis efeitos os sistemas de entrega nanoestruturados entram como uma ferramenta
valorosa, capazes de encapsular o FS hidrofobico e permitir sua aplicacdo na forma de
mondmero, sem implicar em alteracdes estruturais abruptas. A ZnPc ja foi encapsulada em
nanoparticulas obtidas a partir do copolimero poli(acido latico-co-acido glicélico), PLGA, para
fins de aplicagdo em TFD, ndo apresentando alteragdes em seu comportamento fotofisico pos
encapsulamento.[158] Assim como este, muitos outros estudos ja empregaram micelas[159],
nanocapsulas poliméricas[160], lipossomas[161], entre outros sistemas nanoestruturados para
o encapsulamento de ZnPc.

Os complexos polieletroliticos (CPEs) sdo um tipo de sistema nanoestruturado cujo
potencial para aplicacdo na incorporacdo e entrega de FS tem sido investigada. Eles sdo
formados a partir da interagdo eletrostatica entre polieletrdlitos de cargas opostas, em um
processo espontaneo apds a mistura de solugdes aquosas contendo polications e polidnions.
Interagdes inter-macromoleculares também podem estar envolvidas na formagdo destes
complexos, como, por exemplo, ligagdes de hidrogénio, interagdes dipolo-dipolo, forcas de van
der Waals e interagdes hidrofobicas, dispensando o uso de agentes reticulantes.[162] Segundo
Lankalapalli e Kolapallil (2009), a formacao dos CPEs envolve, em termos gerais, trés etapas
consecutivas (Figura 34). Na primeira etapa ocorre a formagdo de um complexo primario de
organizacgdo aleatoria, montado a partir de for¢as de Coulomb. A segunda etapa envolve as
interacdes intracomplexo, que levam a interagdes eletrostaticas e ajuste na distor¢ao das cadeias
poliméricas, contribuindo para uma maior ordenagdo. Por fim, ocorre a agregacdo
intercomplexos, que ocorre principalmente através de interagdes hidrofobicas.[163] Em geral,
os CPEs apresentam boa biocompatibilidade e estabilidade. Muitos fatores podem modular a

formacao e estabilidade destes agregados, dentre eles: o grau de ionizag¢do dos polieletrolitos
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envolvidos, a sua concentragdo, propor¢ao, massa molar, distribui¢do de cargas sobre a cadeia

polimérica, flexibilidade, pH, for¢a idnica e temperatura do meio.[162] Neste sentido, para a

Parte II desta Tese os CPEs foram propostos como sistema de encapsulamento para a ZnPc.

Figura 34 — Etapas de formacao de um CPE.
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Fonte: Adaptado de Lankalapalli e Kolapalli (2009).[163]

Conforme mencionado, a obtengdo de um CPE envolve a aplicacdo de polimeros

contendo em sua estrutura cargas opostas. No decorrer desta Tese, por vezes evidenciou-se o

potencial da quitosana na constru¢do de sistemas de entrega para aplicacdes biologicas. Mais

uma vez, propde-se a aplicagdo de um de seus derivados, a N,N,N-Trimetil quitosana (TMC),

para a sintese de um CPE. A TMC (Figura 10, secao /.2.1) ¢ um derivado cationico da

quitosana, resultante da trimetilagdo do grupo amina dos monomeros desacetilados, que confere

ao polimero uma carga positiva fixa ndo dependente do pH. Neste sentido, a TMC possui

potencial para ser aplicada como um polieletrélito cationico, onde se propde que seus grupos

amino quaternarios (+) podem interagir com grupos anidnicos de um polimero secundario

(grupos carboxilato, por exemplo), levando a formacdo do complexo.[164] Um estudo de
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Martins e colaboradores (2011) demonstrou a capacidade da TMC em formar CPEs junto a
heparina, que se provaram mais estaveis quando obtidos em pHs mais elevados, em que as
estruturas de equilibrio acido/base dos polimeros envolvidos proporcionaram interagdes
eletrostaticas mais intensas.[165] A TMC também ja foi aplicada na sintese de CPEs para
entrega de vacinas de subunidades peptidicas.[166]

Para compor o complexo, restou definir o polieletrolito anionico. O polimero polidcido
acrilico funcionalizado com grupos imidazois (PAIm) foi sintetizado e caracterizado por nosso
grupo de pesquisa, assim como reportado na literatura por Giusti et al. (2014).[167] Este
polimero contém em sua estrutura, grupos imidazol e carboxilato proporgdes iguais (1:1). O
PAIm possui diferentes estruturas ionicas predominantes que dependem do pH do meio em que
se encontra, assim como ¢ descrito na Figura 35. Isso significa que ele pode ser empregado

como um polieletrolito anidonico em determinados pHs.

Figura 35 — Equilibrios 4cido-base e estruturas ionicas do polimero PAIm, de acordo com seus
pKas.

50% 50% 50% 50% 50% 50%
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Fonte: Adaptado de Giusti (2014)[167]

Quando sistemas de entrega sdo planejados para a aplicagdo futura no tratamento de

cancer, ¢ ideal que eles sejam seletivos as células alvo, para que os efeitos colaterais associados
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as células saudaveis do organismo sejam minimizados. Uma estratégia para aumentar a
especificidade consiste em sintetizar sistemas de tamanho pequeno (<500 nm), que possam
beneficiar-se do mecanismo de acumulo passivo proporcionado pelo Efeito de Retengdo e
Permeabilidade Aumentada, estratégia empregada na Parte I desta Tese. Para elevar ainda mais
a especificidade, pode-se combinar o mecanismo de acimulo passivo com o mecanismo ativo,
que se baseia no reconhecimento molecular. Para tanto, um dos polimeros empregados na
producao do CPE ¢ funcionalizado com um ligante especifico, capaz de reconhecer seu receptor
(biomarcador) presente nas c€lulas. Normalmente, as células de cancer estdo repletas de
receptores que ndo sdao encontrados em células saudaveis, devido a alta demanda de
nutrientes.[168] A interacdo entre ligante e receptor facilita a entrega seletiva do FS através de
endocitose. Por exemplo, a biotina (Figura 36), também conhecida como vitamina H, ¢ um
agente de crescimento em nivel celular, sendo entregue principalmente as células cuja taxa de
multiplicagdo ¢ alta, como as células de cancer. Estudos recentes mostraram que seus receptores
estdo superexpressos em muitos tipos de células cancerosas em uma maior quantidade do que
os receptores de outras vitaminas como folato e vitamina B12. Dentre as linhagens celulares
que possuem alta expressdo de receptores de biotina, podemos citar: linhagem de cancer de
co6lon (Colo-26); de cancer de pulmao (M109); de cancer de rins (RENCA, RD0995), de cancer
de ovario (Ov2008, IDS), de leucemia (L1210FR), entre outras.[169] Por esta razdo, neste
trabalho optou-se por empregar a biotina como agente direcionador para o CPE sintetizado. O
grupo funcional 4cido carboxilico presente na estrutura da biotina (na forma de &cido
pentanodico — Figura 36) pode ser utilizado para conjugar a biotina a diferentes moléculas,
permitindo a funcionalizagdo da superficie do CPE com biotina. Este processo pode ser feito
através da funcionalizagdo individual de um dos polieletrdlitos constituintes do sistema, antes
de sua conjugac¢do.[66] A biotina pode reagir com o grupo funcional amina presente na estrutura
da TMC, levando a formacao de uma liga¢do amida, o que proporcionara a funcionaliza¢do do

polimero.
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Figura 36 — Estrutura da biotina.
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Essa estratégia foi empregada por Balan et al. (2016), em um estudo no qual os
pesquisadores funcionalizaram com biotina a N-palmitol quitosana, empregando
posteriormente o polimero como sistema automontidvel de entrega de docetaxel, firmaco
empregado no tratamento de cancer de mama. O sistema resultou em nanoparticulas
praticamente esféricas, com tamanho variando de 300 a 400 nm e carga superficial positiva,
apresentando-se como uma alternativa interessante para o encapsulamento do
medicamento.[170] Em 2017, Cheng e colaboradores propuseram a sintese de uma quitosana
biotinilada para a confec¢ao de nanoparticulas com DNA plasmidial, em propor¢do 1:1 e pH
5,5, resultando em uma nanoparticula de carga superficial positiva e tamanho de
aproximadamente 83 nm, que apresentou efeitos de direcionamento ativo para cancer de figado
nos testes in vitro e in vivo, promovendo a inibi¢ao da proliferagdo de células cancerosas.[171]
Mais recentemente, em 2022, Guo et al. biotinilizaram a TMC, formando a entdo denominada
Bio-TMC, empregando-a na sintese de um CPE em conjunto com tripolifosfato de sodio e
ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HP-55). O complexo foi empregado no encapsulamento
de Exenatida (medicamento de controle glicémico) e mostrou ser um promissor sistema de
entrega.[172] Na literatura, uma sequéncia consideravel de artigos emprega o derivado de
quitosana, TMC biotinilada na construcdo de sistemas nanoestruturados para a entrega de
farmacos de uso em quimioterapia e no tratamento de outras doengas[173], mas ndo se
encontram estudos que apliquem este sistema para o encapsulamento de FS e emprego em

fototerapias, o que abre um leque de possibilidades de estudo.
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OBJETIVOS

O objetivo geral da Parte II desta Tese de doutorado baseou-se no preparo,

caracterizacao e aplicagdo bioldgica in vitro de um complexo polieltrolitico (CPE), sintetizado

32 para o encapsulamento do FS ZnPc, para aplicacdo em TFD. O CPE ¢ denominado PAIm-12-

ZnPc-BioTMC, contendo os seguintes componentes:

PAIm-12: Poli (4cido acrilico) funcionalizado por grupos imidazdis, ligados por
ligagdes amidas, que posteriormente foi alquilado com 1-bromo dodecano, visando
aumento de cadeia carbonica;

ZnPc: Ftalocianina de zinco, FS aplicavel em TFD, insolivel em 4gua, solivel em

dimetilformamida (DMF);

Bio-TMC: N, N, N-trimetil quitosana, funcionalizada com biotina.

Para tanto, os seguintes objetivos especificos foram delimitados:

>

Caracterizar o FS ZnPc quanto a seus perfis de absor¢ao de luz UV-Vis e de emissdo de
fluorescéncia;

Sintetizar o derivado quaternario da quitosana, cloreto de N,N,N-trimetil quitosana
(TMC) a partir da quitosana, purificd-lo por meio de dialise e liofiliza-lo;

Caracterizar a TMC a partir de analises de RMN 'H, titulagdo potenciométrica, analise
elementar e infravermelho, e determinar o percentual de unidades desacetiladas que
sofreram alquilacdo, mensurando seu grau de quaternizagao (GQ) e grau de dimetilacao
(GDM);

Funcionalizar a TMC com biotina (BioTMC), através de uma reagdo de amidacao,
caracteriza-la através de RMN 'H e FT-IR;

Alquilar o polimero PAIm com 1-bromo dodecano (PAIm-12), caracterizar ambos a
partir de RMN de 'H, infravermelho e titulagio potenciométrica;

Determinar as concentracdes agregacionais criticas (cac) do PAIm e do PAIm-12;
Analisar o pH ideal para a sintese do CPE a partir dos pKas obtidos experimentalmente
e equilibrios dcido-base dos polimeros envolvidos;

Sintetizar o CPE PAIm-12-ZnPc-BioTMC em pH 5,5, empregando interagdes

eletrostaticas como for¢a motriz;
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Caracterizar os componentes do CPE individualmente em pH 5,5 por FT-IR, afim de
averiguar possiveis alteracdes que indiquem formagao de complexo;

Caracterizar o intermediario PAIm-12-ZnPc e o CPE quanto ao seu tamanho
hidrodinamico e potencial Zeta;

Caracterizar o CPE quanto a seus perfis de absorcdo UV-Vis e de emissdo de
fluorescéncia e tempo de meia vida de emissdo de fluorescéncia;

Investigar a capacidade da ZnPc livre e encapsulada no CPE em formar 'O,
empregando ABDA como sonda, na presenca de luz (laser vermelho, 660 nm, 100 mW
cm?);

Investigar a formacdo de EROs/!Oz, pela ZnPc livre e encapsulada no CPE na presenca
de um supressor de '0; (azida de s6dio) e um supressor de *OH (DMSO), empregando
luz (laser vermelho, 660 nm, 100 mW cm™);

Avaliar a fotoestabilidade da ZnPc livre (em 4gua e em etanol) e encapsulada no CPE,
empregando como fonte de luz um laser vermelho (660 nm, 100 mW cm);

Averiguar a citotoxicidade in vitro da ZnPc livre e do CPE contra células de melanoma

B16F10, no escuro e na presenga de luz.
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O Fluxograma 2 declara o passo a passo metodoldgico aplicado na sintese,

caracterizacao e aplicagdo do sistema proposto na Parte I1.

33

Fluxograma 2 — Metodologias aplicadas na Parte II.

Caracterizacio
da Quitosana

Sintese e
Caracterizacio

da TMC Caracterizacio
I FS (ZnPc)

Sintese e
Caracterizaciao

BioTMC \

Sintese do CPE

Caracterizacéio
do PAIm

l

Sintese e
Caracterizacao
do PAIm-12

/

PAIm-12-ZnPc-BioTMC

&

Absorgio UV-Vis CARACTERIZACOES — 5 GF otoquimica

_—

Tamanho hidrodinamico
e potencial Zeta

v

Teste biolégico in vitro
- Contra células de melanoma B16F10
luz branca, 55,3 J cm2

eracio de EROs
- Rendimento quintico de
fotobranqueamento

Fotofisica
- Rendimento quantico de fluorescéncia
- Tempo de vida de fluorescéncia
- Deslocamento de Stokes



3.4

3.5

101

MATERIAIS

Todas as solugdes aquosas utilizadas na parte experimental II desta Tese de Doutorado
foram preparadas utilizando agua ultrapura Milli-Q (resistividade > 18 MQ cm).

A Quitosana comercial de baixa massa molar (MM = 50000 — 190000 Da, grau de
desacetilagdo de 74%; CAS: 9012-76-4) e o hidroxido de sédio (NaOH, MM = 39,99 g mol ™,
pureza > 97%; CAS: 1310-73-2) foram adquiridos de Sigma-Aldrich. O reagente iodeto de
metila (CH3;I, MM = 141,94 g mol™!; densidade de 2,28 g cm™; CAS: 74-88-4) foi adquirido de
Vetec. Os sacos de dialise (Dialysis sacks D6191-25EA de largura média plana de 25 mm, com
limite de massa molecular de 12.000 Daltons; CAS: 9004-34-6) foram adquidos de Sigma-
Aldrich. A biotina (C10H16N203S, MM =244,31 g mol™'; CAS: 58-85-5) foi adquirida de Exodo
Cientifica. O tampdo Acido 2-(N-morfolino) etanossulfonico (MES, CsH13NO4S.H,0, MM =
213,23 g mol!, pureza > 99,5%, CAS: 145224-94-8), o reagente N-hidroxissuccinimida (NHS,
CsHsNO;; MM = 115,09 g mol!; CAS: 6066-82-6) e o reagente 1-etil-3-(3"-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC, CsH17N3; MM = 155,24 g mol!; CAS: 25952-53-8)
foram adquiridos de Aldrich.

O reagente 1-bromododecano (CH3(CHz)11Br; MM = 249,23 g mol!; CAS: 143-15-7)
foi adquirido também de Aldrich, assim como o FS ftalocianina de zinco II (ZnPc, C32Hi1¢NgZn,
MM = 57791 g mol!; CAS: 14320-04-8) e as sondas 4acido 9,10-antracenodiil-
bis(metileno)dimalénico (ABDA, C2His0s; MM = 410,37 g mol!; pureza > 90%; CAS:
307554-62-7), dimetilsulféxido (DMSO) de alta pureza, azida de sédio (NaN3, MM = 65,01 g
mol™!, CAS: 26628-22-8) e 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-6xido (DMPO, C¢H;iNO; MM = 113,16
gmol!; CAS: 3317-61-1). A sonda de polaridade pireno (C16H10; MM = 202,25 g mol™!; pureza
> 98%; CAS: 129-00-0) foi adquirida de Aldrich.

INSTRUMENTACAO
Os polimeros sintetizados neste trabalho foram liofilizados através de um liofilizador

Edwards Micro Modulyo pertencente ao laboratério do Grupo de Estudo em Materiais

Poliméricos (Polimat) do Prof. Dr. Alexandre Parise (UFSC).
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A sintese da TMC foi realizada com auxilio e supervisdao do Prof. Dr. Edward Westphal
do Grupo de Pesquisa em Materiais Moleculares e Mesomorficos (GPM3), localizado no Bloco
da Colina do Departamento de Quimica da UFSC.

Os experimentos de Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica foram
realizados em conjunto com o Prof. Dr. Adolfo Horn Junior, na Central de Analises.

Os testes biologicos in vitro foram realizados em parceria com o Professor Dr. Alfeu
Zanotto Filho, no Laboratério de Farmacologia e Bioquimica do Cancer (LabCancer) do

Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UFSC.

METODOLOGIA

3.6.1 Caracterizacio do FS Ftalocianina de Zinco (ZnPc)

Os espectros de absorcdo UV-Vis da ZnPc foram obtidos através de um
espectrofotometro Cary 50 Varian, de 300 a 800 nm, em dgua deionizada e em etanol. Como a
ZnPc ndo ¢ soluvel nestes solventes, partiu-se de uma solucao estoque em DMF. O coeficiente
de absor¢do molar (¢) da ZnPc foi determinado em dgua deionizada e em etanol, a partir de
regressdo linear utilizando a Lei de Lambert-Beer (Eq. 14). Os perfis de emissdo de
fluorescéncia foram obtidos em etanol e em agua, e foram utilizados para posterior

determinagdo de rendimentos quanticos de fluorescéncia.

3.6.2 Caracteriza¢io da quitosana

Toda a parte de caracterizagdo fisico-quimica da quitosana, material de partida para a

sintese da TMC, encontra-se na Parte I desta Tese, nas sec¢oes 2.6.1 e 2.7.1.

3.6.3 Sintese do cloreto de N.N. N-trimetil quitosana (TMC)

Para a sintese da N,N,N-trimetil quitosana (TMC), inicialmente foi necessario
solubilizar a quitosana, e, para isto, 2,0 g de quitosana foram misturados a 200 mL de 4gua

deionizada, o pH da mistura foi ajustado para 2,0 utilizando uma solu¢io de HC14 mol L. Na
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sequéncia, 200 mL de DMF foram adicionados, ¢ o pH foi ajustado para 11,0 com uma solugao
de KOH 1 M. A mistura permaneceu por 72 h sob agitagcdo constante, apresentando-se como
uma solugdo gelatinosa ao final do processo, com a quitosana solubilizada. A solugdo foi entao
transferida para um baldo de fundo redondo, e sob agitagao constante a 30 °C foram adicionados
0,046 mol de NaOH e, logo apds, 0,096 mol de iodeto de metila (CH3I). O baldo foi revestido
de papel aluminio para protecdo da luz. Apos 48 h de reacdo, uma nova por¢do de NaOH e
CHzI foi adicionada, e, ao final de 96 h, a reacao foi retirada. O excesso de agua foi removido
em baixa pressdo, utilizando um rotaevaporador, ¢ o pré produto, iodeto de N,N,N,-trimetil
quitosana, foi precipitado com 500 mL de etanol gelado, e separado por filtragao utilizando um
funil de Buchner, apresentando-se na forma de fibras com coloragdo branca. Para proceder a
troca de contra-ion, o iodeto de N, N, N,-trimetil quitosana foi dissolvido em uma solugao aquosa
de cloreto de sodio 5% (m/v), para obtencdo do produto final, cloreto de N,N,N-Trimetil
quitosana (TMC), que foi precipitado com 110 mL de acetona gelada, e separado por filtracao,
que foi armazenado em um dessecador para secagem.[174] O solido obtido foi macerado e
redissolvido em &4gua deionizada (pH 4,5), e a purificacdo foi feita através de didlise,
empregando sacos de dialise com limite de peso molecular (MWCO) de 12.000 Da. Os sacos
foram preenchidos com a solu¢do de TMC, amarrados em suas extremidades e imersos em agua
deionizada por 7 dias, com 3 trocas de agua ao dia. A TMC purificada foi liofilizada em um

liofilizador Edwards Micro Modulyo. A Figura 37 ilustra a rota sintética da TMC.
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Figura 37 — Rota sintética da TMC considerando os diferentes caminhos reacionais possiveis,
uma vez que a reacao da quitosana com CHsl pode levar a: mono NHCH3, di N(CHs)2 e tri
“N(CH3)s alquilagdo do nitrogénio da amina. A Ultima etapa consiste na troca de contra-ion
iodeto para cloreto, levando a formagao da TMC.
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1 O —1 O N
HOH,C HOH,C

mondmero de cloreto de
N,N,N-trimetil quitosana

mondémero de iodeto de
N,N,N-trimetil quitosana

3.6.3.1 Caracterizagado fisico-quimica da TMC e determinagdo de seu grau de quaternizagdo

(GQ)

Apos a sintese da TMC, analises foram realizadas para verificar em que proporcao as
alquilacdes ocorreram e determinar a razdo entre as unidades monomeéricas presentes na cadeia
polimérica. A técnica de RMN de 'H foi empregada para analisar a composi¢do do polimero, e
para calcular dois importantes parametros: o grau de quaternizacdo (GQ) e o grau de
dimetilagdo (GDM) da TMC sintetizada. As areas obtidas pela integragdao dos sinais presentes
no espectro de RMN de 'H possibilitaram determinar o GQ e o GDM através das Equagdes 22,
23 e 24. Os seguintes sinais foram considerados: hidrogénios dos grupos metil provenientes dos
monodmeros acetilados (NHCOCH3) em 2,10 ppm; hidrogénios dos grupos metil dos
monomeros N-dimetilados (CH3)> em 3,08 ppm; e hidrogénios dos grupos metil dos

mondmeros quaternizados (CH3)z em 3,35 ppm.[175], [176]

[(CH3)s] | [(CH3),] | [(NHCOCH;)]
9 6 3

(22)
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GQ (%) = l(CZ3)3 X %l X 100 (23)
GDM (%) = [(C?)Z X %l X 100 (24)

O GDM da TMC também foi determinado através de titulagdo potenciométrica,
dissolvendo-se 11,7 mg de TMC em 20 mL de agua deionizada (pH ajustado para 2,0). Com o
auxilio de um titulador automatico Titronic Universal, a solu¢do titulante de KOH 0,085 mol
L' foi lentamente adicionada, enquanto o pH foi medido com o auxilio de um leitor de pH
HANNA HI 113. A partir do nimero de mols de mondmeros N-dimetilados titulados, foi
possivel determinar o GDM na TMC.[177]

Para confirmar as propor¢des monoméricas encontradas, uma Analise Elementar foi
processada, empregando um Analisador Elementar Perklin Elmer CHNS/O 2400 Serie II,
operado com Oz como gas de combustdo (grau 6,0), He) como gas de arraste (grau 5,0),
calibrado com acetanilida. O percentual de C, H e N presente na amostra de TMC foi
determinado através de calculos tedricos, com base inicialmente nos GQ e GDM encontrados
pelas técnicas acima citadas, e posteriormente confrontados com os resultados obtidos por

Analise Elementar.

3.6.4 Sintese da Bio-TMC

Para a sintese da Bio-TMC, 0,0425 g de TMC foram dissolvidas em 50 mL de tampao
MES 0,1 M (pH 5), e mantidos por 24 h sob agitacao constante a 27 °C. Paralelamente, em um
baldo de fundo redondo, em 20 mL de uma mistura de DMSO:4gua deionizada (3:1) foram
adicionados 1x10™ mol de biotina, seguidos de 2 x 10™* mol de NHS (N-hidroxissuccinimida)
e de 2x10™ mol de EDC (N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida), nesta ordem. Os trés
componentes foram homogeneizados sob agitacdo constante durante 30 min, mantidos em
atmosfera inerte, utilizando gas argonio, a temperatura ambiente. Na sequéncia, a solugdo de
TMC em tampao MES foi adicionada gota a gota ao baldo, e a reagdo foi mantida por 24 h. Ao
final do procedimento, o produto Bio-TMC foi purificado em sacos de didlise (12.000 Da) e
liofilizado.[170]
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3.6.5 Sintese do PAIm-12

O polimero PAIm, previamente sintetizadopor nosso grupo de pesquisa, foi obtido
através da funcionalizacao do poli (acido acrilico) com 1-(3-aminopropil)-imidazol, conforme
reportado por Giusti et al.[ 167], contendo grupos imidazol e carboxilato em proporgado 1:1. Para
a sintese do PAIm-12, através da alquilagdo do PAIm, 0,5 g de PAIm foram diluidos em 10 mL
de DMF. A solugio foi transferida para um baldo de fundo redondo, onde 5.33x10™* mol (127
uL) de 1-bromododecano foram lentamente adicionados. O baldo foi imerso em um banho
termostatizado de glicerina, a 70 °C, e a reagdo permaneceu sob agitacdo constante por 48 h.
Apos o resfriamento da reagdo, o solvente foi removido sob baixa pressao (rotacvaporador), e
10 mL de diclorometano foram utilizados para fazer a dissolugdo do produto. O produto foi,
entdo, extraido com 10 mL de uma solu¢io aquosa de HC12 mol L!. Apés evaporagio da agua,

o PAIm-12 apresentou aparéncia de 6leo e coloracao amarelada.[178]

3.6.6 Caracterizacido dos polimeros: TMC, Bio-TMC, PAIm e PAIm-12

Os polimeros sintetizados na Parte I, TMC, Bio-TMC, PAIm e¢ PAIm-12, foram
caracterizados por RMN 'H e FT-IR para elucidacio estrutural. Os espectros de RMN 'H do
PAIm e do PAIm-12 foram obtidos utilizando um espectrometro Bruker AVANCE DRX 200
MHz, enquanto os espectros da TMC e da Bio-TMC foram obtidos em um espectrometro
Bruker AVANCE DRX 400 MHz, que oferece uma melhor qualidade de resolucdo, e os
seguintes parametros foram ajustados: pulso de 45°, 10s de relaxamento e 128 acimulos para
cada espectro. Para obtencdo dos espectros, as amostras foram dissolvidas em 500 pL de D,O,
adicionando-se 1-2 gotas de DCI, conforme necessario para ajudar a solubilizagdo. Os espectros
de FT-IR foram adquiridos em um espectrofotometro Bruker Alpha 256 scans, utilizando
pastilhas de KBr, as quais foram preparadas utilizado 10 mg das amostras.

PAIm, PAIm-12 ¢ TMC também foram caracterizados por titulagdo potenciométrica,
utilizando um titulador automatico Titronic Universal e um medidor de pH HANNA Instrument
HI 113, com solugdo titulante de KOH 0,085 mol L™, nos quais 28 mg de PAIm, 45 mg de
PAIm-12 e 11,7 mg de TMC foram titulados. Com o nimero de mols de grupos carboxilato e

imidazol titulados, foi possivel determinar a fragdo monomérica de PAIm que foi alquilada no
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PAIm-12. Os dados também foram utilizados para determinar os pKas dos polimeros citados,

com o auxilio do software CurTiPot.

3.6.7 Medidas de concentracio agregacional critica (cac) e micropolaridade local do

PAIm-12

A concentragdo agregacional critica (cac) dos agregados de PAIm-12 formados em
solugdo aquosa, em diferentes pHs, foi determinada por emissdo de fluorescéncia, utilizando a
sonda fluorescente pireno. Para o pireno, cuja estrutura ¢ mostrada na Figura 38, a razao entre
as suas bandas vibronicas ¢ sensivel a polaridade do meio ¢ a formacao de ambientes
hidrofébicos.[179] A concentracdo de pireno empregada nos experimentos foi de 5x107 mol L
!, estando abaixo da concentracdo que leva a formacdo de excimeros em agua (2x10° mol L).
A excitacao foi fixada em 334 nm, com fendas de excitagao em 10 nm e de emissao em 2,5 nm.
Os espectros de emissdo do pireno foram registrados em diferentes pHs: 2,5; 5,5 e 9,0,
aumentando-se a concentragdo de PAIm-12 gradualmente (solugdo estoque de PAIm-12 em
dgua 4,18x10° mol L!'). A solugio em pH 5,5 foi tamponado com tampdo Bis(2-
hidroxietil)amino-tris(hidroximetil)metano (Bis-Tris) e a solu¢do em pH 9,0 foi tamponada
com o tampdo tris(hidroximetil)aminometano (Tris), ambas a 0,1 mol L'.[180] Durante o
experimento, acompanharam-se os efeitos de polaridade dos agregados formados através da
razao entre as bandas vibronicas I e III do pireno, nos comprimentos de onda de 372 e 383 nm,
respectivamente. As concentragdes criticas foram determinadas a partir da relacdo entre a
intensidade de emissdo das bandas I e III (i//im) em fung¢do da concentragdo de PAIm-12 no

meio.[181]

Figura 38 — Estrutura molecular do pireno.
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3.6.8 Preparo do complexo polieletrolitico (CPE) carregado com ftalocianina de zinco

(ZnPc): PAIm-12-ZnPc-BioTMC

Inicialmente, 3x10°® mol de PAIm-12 dissolvidos em 2,7 mL de 4gua deionizada, foram
adicionados a um béquer e o pH da solucao foi ajustado para 5,5. Em seguida, 500 uL de
solugdo estoque de ZnPc em DMF (1x10* mol L") foram adicionados ao sistema, sob agitagio,
e o pH foi ajustado para 5,5 novamente. A solucdo foi transferida para um baldo de fundo
redondo e ultrassonicada por 4 min, e entdo os solventes foram removidos a baixa pressao, com
o0 uso de um rotaevaporador. A evaporagdo dos solventes levou a formagado de um filme fino de
PAIm-12-ZnPc, de coloragao azul clara, no fundo do baldo. O filme foi dissolvido em 4 mL de
tampao Bis-Tris (0,01 mol L™, pH 5,5), e, a ele, foi adicionado gota a gota uma solugio aquosa
contendo Bio-TMC (5,5 mg Bio-TMC em 5 mL de dgua, em pH 5,5), em agitacdo constante de
2000 rpm, que levou a formagao do produto PAIm-12-ZnPc-BioTMC em solu¢do aquosa (pH
5,5). Todo o procedimento foi realizado com as luzes apagadas, buscando a maior protegdo
possivel contra a incidéncia de luz. A concentragio final de ZnPc no sistema é igual a 5x10°¢

mol L!. A Figura 39 ilustra o passo a passo da sintese do CPE.
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Figura 39 — Passo a passo da sintese do CPE PAIm-12-ZnPc-BioTMC. Todo o processo foi
realizado em pH 5,5, no escuro.
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3.6.9 Caracterizacao fisico-quimica do CPE

O Complexo Polieletrolitico (CPE) carregado com ZnPc, PAIm-12-ZnPc-BioTMC, foi
caracterizado quanto a sua absor¢do de luz na regido do UV-Vis, com auxilio de um
espectrofotometro Varian Cary 50, de 200 a 800 nm. O espectro de emissdo de fluorescéncia
foi obtido com comprimento de onda de excitagdo fixado em 605 nm; o espectro de excitagdao
foi obtido empregando comprimento de emissao fixo em 700 nm, em temperatura ambiente (25
°C) e fendas de 5 nm. O deslocamento de Stokes (Av) foi calculado com base na diferenca entre
0S Aabs,max € Aemi,max, d€ acordo com a Equacdo 16 (vide sec¢do 2.6.6).

Os espectros de absor¢ao de luz e de emissdo de fluorescéncia também foram utilizados

para célculo do rendimento quantico de emissao de fluorescéncia (¢r), integrando-se a area sob
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os espectros de emissdo e aplicando-as na Equacao 15 (se¢d0 2.6.6). Para o célculo de ¢r perante
Eq. 15, € necessario que se possua um valor de rendimento quantico padrdo (¢r), retirado da
literatura, e que, neste caso, foi o da ZnPc em etanol (¢r = 0,53).[182] A concentragdo de ZnPc
em todas as amostras foi mantida constante e igual a 5x10° mol L!. Medidas de tempos de
meia vida de fluorescéncia foram obtidas utilizando o equipamento EasyLife X Espectrometro
de Tempo de Vida de Fluorescéncia, utilizando um LED monocromatico de comprimento de
370 nm e filtro de 380 nm. O tempo de vida (t) da ZnPc livre em etanol foi comparado ao da
ZnPc conjugada ao sistema PAIm-12-ZnPc-BioTMC, o valor de t foi mensurado a partir do
tratamento dos dados com o software Origin. Para investigar a presenca de diferentes
populacdes de ZnPc na amostra de PAIm-12-ZnPc-BioTMC, iodeto de potéssio (KI) foi
empregado como agente supressor de fluorescéncia da ZnPc. Em uma cubeta de quartzo de
caminho oOptico de 10 mm, alteragcdes na intensidade de emissdo de fluorescéncia de uma
amostra de 2,0 mL de CPE ([ZnPc] = 5x10 mol L) foram coletadas a medida em que se
adicionaram aliquotas de uma solucdo de KI 3 mol L™'. A concentracio de KI variou de 0 a
5,58x102 mol L.

Medidas de espalhamento dindmico de luz foram empregadas para determinar o
Potencial Zeta ({) e o tamanho hidrodindmico dos agregados de PAIm-12-ZnPc-BioTMC, por
meio do equipamento ZetaSizer Nano ZS da Malvern. Imagens de Microscopia Eletronica de
Transmissdao (MET) foram obtidas através de um microscépio TEM100kV (JEM-1011),

utilizadas para estudar a morfologia dos agregados.

3.6.10 Geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs)

Para verificar a capacidade da ZnPc em gerar oxigénio singleto na presenga de luz, em
sua forma livre em etanol e conjugada ao sistema PAIm-12-ZnPc-BioTMC, o substrato ABDA
(4cido 9,10-antracenodiil-bis(metileno)dimaldnico) foi utilizado como sonda. O experimento
detecta a capacidade de geracdo de 'O através de uma medida indireta, uma vez a ABDA ¢
convertida em seu endoperoxido ao reagir com o 'Oz, como mostra a reacdo na Figura 40, o
que causa a reducdo de sua concentracdo, que pode ser acompanhada pela reducdo na

absorbancia. [183]
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Figura 40. Rea¢do de oxidacdo da sonda ABDA com oxigénio singleto ('02), levando a
formacdo do endoperoxido (ABDA-O»).
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Para o procedimento, um aparato foi montado para que fosse possivel realizar
iluminacao e medidas de absor¢ao UV-Vis simultaneas da amostra contida na cubeta. A cubeta
foi posicionada em uma célula do espectrofotometro, ¢ acima desta, com o auxilio de um
suporte e garras, posicionou-se um laser vermelho (660 nm, 100 mW c¢m™), que foi utilizado
como fonte de luz para excitacdo da ZnPc contida nas amostras durante todo o experimento.
Para as rea¢des, 10 L de uma solugio estoque concentrada de ABDA em DMSO (2x107 mol
L) foram adicionados a cubeta contendo 1,8 mL de solugdo de PAIm-12-ZnPc-BioTMC (ou
de ZnPc livre em etanol) e 200 uL de 4gua deionizada. A concentragdo de ZnPc em ambos os
experimentos foi de 4,5x10°% mol L', e a de ABDA 1x10° mol L™!. Com as amostras prontas,
a cubeta foi posicionada e o primeiro espectro de absor¢ao UV-Vis foi coletado antes de se dar
inicio a iluminagdo. A cinética de degradacdo da sonda ABDA foi acompanhada em 398 e em
377 nm (ZnPc livre) e 404 e 382 nm (ZnPc conjugada), ajustadas a modelos cinéticos de
primeira ordem, ou de duas etapas de primeira ordem consecutivas (Equacgdes 20 e 21, secao
2.6.8) (observagdo: neste caso, B; ¢ B> sdo as amplitudes de decaimento da absor¢ao da ABDA).

Uma vez realizado o teste com ABDA e determinada a capacidade de geracao de EROs
pelo FS, uma investigagdo mais detalhada dos tipos de EROs geradas pela ZnPc livre e
conjugada ao sistema PAIm-12-ZnPc-BioTMC foi realizada. Para tanto, dois agentes

supressores foram empregados: azida de s6dio (NaN3), que é supressora de '02[116], e DMSO,
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que ¢ supressor de radical *OH[148]. O preparo das amostras foi 0 mesmo do experimento
anterior, sendo que para o teste com azida de sodio, 5 uL de ABDA 2x10"* mol L' foram
adicionados ao sistema antes de iniciar a iluminagao, totalizando uma concentragao final de
5%10°® mol L™ para a azida. Por outro lado, para o experimento com DMSO, os 200 uL de 4gua
deionizada foram substituidos por 200 uL de DMSO, totalizando uma concentra¢do final de
10% DMSO. Para todas as amostras, a concentragio de ABDA empregada foi de 1x107 mol
L' e de ZnPc (livre ou conjugada) de 4,5x10° mol L. As cubetas foram continuamente
iluminadas durante todo o experimento e as cinéticas de degradacio da ABDA foram

acompanhadas em 398 nm para ZnPc livre e 404 nm para ZnPc conjugada.

3.6.11 Cinéticas de fotobranqueamento (FB) e rendimentos quinticos de

fotobranqueamento (¢rs)

A fotoestabilidade da ZnPc livre em etanol e em 4gua, e conjugada ao sistema PAIm-
12-ZnPc-BioTMC foi comparada utilizando um laser vermelho (660 nm, 100 mW c¢m™) como
fonte de ilumina¢ao. Em uma cubeta de quartzo de 10 mm de caminho 6ptico, 2 mL de solugdo
aquosa de PAIm-12-ZnPc-BioTMC (ou 1,95 mL de etanol (ou de dgua) contendo 43 uL de
solucao estoque de ZnPc em DMF) foram expostos a iluminagdo por um periodo de tempo pré-
determinado, e as cinéticas de foto-oxidacdo da ZnPc foram acompanhadas em 667 nm. A
concentragdo de ZnPc em todas as amostras foi mantida em 2,15x10°° mol L™'. As constantes
de velocidade de fotobranqueamento (krs) foram determinadas através das Eq. 19 e 20.

O rendimento quantico de fotobranqueamento (¢rg) foi calculado por meio da Equacao

25, adaptada de Hadjur et al.[184]

(Ao — A)Vs Nyhc
el fot f;: Py Io(1 — 107b¢€) . e~kretdAdt

brp = (25)

Onde: Vs é o volume da amostra, N4 é a constante de Avogadro (6,022x10* mol™), 4 ¢ a
constante de Planck (6,626x1073* I s), ¢ é a velocidade da luz no vacuo (2,997x10* ms™), eé o
coeficiente de absor¢do molar (L mol™! cm™), / é o caminho dptico, P é a poténcia da fonte de

luz (mW) e Iy(1-10"°¢) ¢é a intensidade da luz absorvida.[185]
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3.6.12 Testes biologicos: avaliaciao de TFD in vitro

3.6.12.1 Ensaio colorimétrico de Sulforodamina B

Para determinacdo da densidade celular o método de ensaio colorimétrico da
Sulforodamina B foi utilizado, através da medi¢ao do contetido de proteina celular. Células de
melanoma B16F10 foram plaqueadas em placas de 96 pocos (3.000 células/poco) por um
periodo de 24 h. Apds, o meio foi trocado e as células foram pré-incubadas com as formulagdes
teste — sendo elas: ZnPc livre em dgua, PAIm-12-BioTMC e PAIm-12-ZnPc-BioTMC (ou CPE)
— em diferentes concentragdes por 15 min, seguido de exposi¢do a luz branca (55,3 J cm™) por
30 min, empregando um sistema de LED in vitro — “Warm White” Numero de série
LK1490 M006. A exposi¢ao a luz foi realizada em uma cabine de seguranca bioldgica a
temperatura ambiente (25 °C), e as placas controle foram tratadas sob as mesmas condigdes no
escuro. As células foram entdo incubadas por 24 h em um incubador humidifcado a 37 °C, e
fixadas com 100uL de acido tricloroacético gelado (10%) durante 1 h, em uma temperatura de
4 °C. As placas foram lavadas com 4gua, secas ao ar durante a noite e coradas com SRB (0,057%
SRB em 1% de acido acético) por 30 min a temperatura ambiente. Apos a lavagem com acido
acético 1% para remocao da SRB nao ligada, as placas foram secas, € 200uL de Tris (pH 10,5)
foram adicionados para solubilizar o corante. A absorbancia foi medida em 510 nm em um
leitor de microplaca. A densidade celular foi calculada como a percentagem de absorbancia

comparada com os controles veiculo/nao tratados.[117]
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RESULTADOS E DISCUSSAO

3.7.1 Caracterizacao fisico-quimica do FS Ftalocianina de Zinco (ZnPc)

As curvas de calibragdo de absor¢do de luz UV-Vis foram construidas em dgua e em
etanol, e utilizadas para determinacao do coeficiente de absor¢ao molar da ZnPc em ambos os
solventes (Apéndice E — Figuras E1 e E2). Os perfis de absor¢cao UV-Vis podem ser observados

abaixo, nas Figuras 41 aeb.

Figura 41 — (a) Espectros de absorcdo de UV-Vis da ZnPc em etanol em diferentes
concentracdes (de 0 a 4,53x10° mol L); e (b) em 4gua (de 0 a 3,60x107 mol L).
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O espectro de absor¢cdo UV-Vis da ZnPc em etanol (Figura 41a) mostra uma banda de
intensa absor¢do de luz em 664 nm, correspondente a banda Q, originada pelas transi¢des de
So = S1, bem como uma banda menos intensa € mais ampla em 345 nm, denominada banda B
(So = S2).[186] O coeficiente de absor¢do molar da ZnPc em etanol foi determinado em 664
M (EznPe etanol.664nm = 20,1x10%* L mol™! em™) e em 605 nm (€znpe etanol.6050m = 29,1x10° L mol™!
cm’! (banda Qr)). Em contrapartida, o espectro de absor¢do UV-Vis da ZnPc em 4gua mostrou
um perfil distinto. Moléculas hidrofébicas tendem a agregar-se em solucdo aquosa, e este
processo € observado para a ZnPc em agua, conforme demonstrado na Figura 41b, em que
ocorre uma reducdo na intensidade de absor¢ao de luz da banda Qu (que, por sua vez, € uma
banda indicativa da existéncia de espécies monoméricas em solucdo), acompanhada do
aparecimento de uma nova banda ampla, em aproximadamente 740 nm. Este tipo de

alargamento da banda Q ¢ caracteristico das ftalocianinas que formam agregados em agua.[187]
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Em resumo, isto significa que em solu¢cdo aquosa, a maior parte das moléculas de ZnPc
encontra-se na forma de agregados, enquanto que em etanol elas estdo monomerizadas.[188]
Em 4gua, o coeficiente de absor¢do molar encontrado em 615 nm foi de &€zupcsgua615nm =

2,03x10* L mol' em™.

Figura 42 — Espectros de emissdao da ZnPc em agua (linha preta) e em etanol (linha vermelha).
[ZnPc] = 5%10°° mol L''; Aexcitacio = 605 nm; fenda 5 nm.
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Os espectros de emissdo de fluorescéncia da ZnPc em etanol e dgua (Figura 42) estio
em acordo com o comportamento observado nos perfis de absor¢ao UV-Vis. Em etanol, a ZnPc
apresentou emissao de fluorescéncia com comprimento de onda maximo de 674 nm. Por outro
lado, em agua, ¢ possivel perceber o efeito da agregacdo das moléculas de ZnPc, que resultou
na supressao da emissdo de fluorescéncia.[188] Quando ocorre a agregacao das moléculas de
FS, a maior parte dos processos radiativos de desativacdo do estado excitado ¢ suprimida —
processo denominado “supressdo por agregagao”’[189], e as moléculas passam pelo processo de
desativacdo a partir de conversao interna. Nesse cenario, os rendimentos quanticos de estado
tripleto (¢1) podem ser drasticamente reduzidos, conforme j& observado por Gerald J. Smith em
1985, que relatou uma redu¢do de mais de 60% no ¢t da hematoporfirina quando em solugao
aquosa (em relagdo ao etanol).[190] Essa alteracdo pode ser uma consequéncia da interagao
entre o estados fundamental e o primeiro estado singleto excitado em moléculas adjacentes
(dipolos de transi¢do), levando a uma alteracdo na probabilidade de transi¢Oes radiativas,

conforme demonstrado por Kasha et al. em 1965.[191] Uma segunda forma através da qual a
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agregacao afeta o rendimento de estado tripleto ¢ pela extingdo ndo-radiativa de seu precursor,
o estado excitado singleto, ou seja, aumentando significativamente a probabilidade de
conversdo interna.[190] Conforme ja detalhado, os mecanismos envolvidos na geracdo de
EROs durante a TFD sdo iniciados quando o FS se encontra no estado tripleto excitado, e € por
este motivo que a agregacdo causada pela agua pode prejudicar e at€¢ mesmo inviabilizar a
aplicagdo de FS hidrofobicos em sua forma livre. Daqui, surge a necessidade de

encapsulamento dos FS, a fim de que permanecam em sua forma monomérica fotoativa.

3.7.2 Sintese e Caracterizacio do cloreto de N,N,N-Trimetil quitosana (TMC)

O iodeto de N, N, N-trimetil quitosana (Figura 43a) foi obtido a partir da reacdo entre os
grupos amino livres da quitosana e o iodeto de metila, em meio basico, em uma reacdo de
substituicdo nucleofilica, onde o par de elétrons livre do nitrogénio age como nucledfilo,
atacando o carbono eletrofilico do haleto de alquila (CHsl, eletréfilo). O meio alcalino foi
empregado com a funcdo de garantir que os grupos aminos da quitosana permanecessem em
sua forma desprotonada, viabilizando a reagdo. A reagdo pode acontecer uma, duas ou trés vezes
em cada nitrogénio, levando a formacdo de mondmeros mono, di e tri substituidos. Apds a
sintese, procedeu-se a troca de contra ion para obten¢do do cloreto de N, N, N-Trimetil quitosana,
abreviado como TMC, uma vez que o ion cloreto (Cl") ¢ menor e mais soluvel em dgua, em

relacdo ao ion iodeto (I).

Figura 43 — Aspecto visual (a) do produto intermediario iodeto de TMC e (b) do produto cloreto
de TMC.
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Apos a liofilizagdo, a TMC apresentou cor branca e textura fibrosa (Figura 43b). Sua
formagao foi confirmada por RMN de 'H (Figura 44), comparado ao material de partida (Figura
16a, secao 2.7.1). Os espectros apresentam um sinal comum referente aos hidrogénios metilicos
dos mondmeros acetilados (H-8’), sendo que a quaternizacdo da quitosana afetou o
deslocamento quimico (8) deste sinal, passando de 1,99 ppm (quitosana) para 2,08 ppm (TMC).
O aparecimento de um novo sinal no espectro da TMC foi observado, em 6 = 3,08 ppm, sinal
este que ja foi relacionado, em estudos anteriores, aos hidrogénios metilicos ligados a amina
terciaria dos mondmeros dimetilados.[192] O sinal relacionados aos hidrogénios do carbono 2
(H-2, § 3,10 ppm) no espectro de RMN de 'H da quitosana nio é observado no espectro da
TMC, e uma hipotese ¢ a ocorréncia de uma sobreposi¢do com o sinal anteriormente
mencionado.[193] O sinal que aparece em o 3,35 ppm foi atribuido aos prétons presentes no
nitrogénio dos grupos amino dos mondmeros trimetilados [ "N(CH3)3].[194] Na regido entre &
3,6 ¢ 4,6 ppm, ha diversos sinais sofrendo sobreposi¢do, resultando em uma baixa resolugdo e
impossibilidade de identificacdo individual dos sinais. Para determinar a composi¢ao € os tipos
de mondémeros formados na TMC, resultantes das substituicdes nucleofilicas, o grau de
dimetilagdo (GDM) e o grau de quaternizacao (GQ) foram determinados através das Equagdes
22,23 e 24, e foram encontrados os percentuais de 18 e 56%, respectivamente, somando 100%

considerando-se as unidades acetiladas restantes.
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Figura 44 — Espectro de RMN de 'H da TMC, com destaque no canto superior direito para as
proporg¢des entre os mondmeros que a compoe, mostrando que a cadeia polimérica € composta
por 56% de mondémero dimetilado, 18% de mondmero quaternizado e pelos 26% de mondmero
acetilado originarios. Os percentuais foram posteriormente confirmados por titulagdo
potenciométrica e analise elementar.
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Os espectros de FT-IR (Figura 45) mostraram as bandas caracteristicas dos
polissacarideos, na regido de 898 e 1155 cm™!, este tiltimo relacionado as vibragdes assimétricas
axiais das pontes C-O-C.[195] Em 1080 cm™ (1070 cm™! para TMC) e 1034 cm™! aparecem as
bandas referentes a vibragio axial das ligacdes C-O de 4lcoois primarios.[176] Em 1656 cm’!
tem-se a banda correspondente a vibragdo axial C=0 das amidas I, em 1560 cm™! vibragio
angular N-H da amida II, e em 1320 cm™ vibragdo axial C-N da amida III, provenientes do
mondmero acetilado presente na quitosana e na TMC.[124] As bandas em 1380 e 1420 cm’!
estdo relacionadas a deformag¢do angular simétrica dos grupos metil e metileno,
respectivamente. Adicionalmente, a banda que aparece em 1600 cm™ se refere a vibragdo
angular N-H de aminas primarias. E interessante notar que, no espectro da TMC a referida
banda desapareceu, indicando que as unidades monoméricas de quitosana contendo grupos

amino livres foram completamente alquiladas durante a sintese da TMC, ndo restando
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mondmeros com grupos amino primarios em sua composi¢ao.[196] Para finalizar, uma nova
banda em 1463 cm™! apareceu no espectro da TMC, e foi atribuida a vibragdo axial assimétrica
da ligacao C-H de grupos metilicos. Tal banda ¢ caracteristica de sais quaternarios de quitosana,

confirmando a formagao da TMC.[195]

Figura 45 — Espectros de infravermelho, em amplia¢do (de 2000 a 500 cm™!), da quitosana (a)
e da TMC (b).
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Tabela 5 - Comparacao entre os percentuais de C, H e N presentes nas amostras de (a) quitosana

e (b) TMC, calculados teoricamente e determinados experimentalmente através de andlise
elementar.

(a) Quitosana
NH,
g' ° Total Total
HOH,C 7 calculado | experimental
(%) (%)
74 %
C (%) 44,72 45,39 42,01
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H (%) 6,45 6,88 6,77 7,10
N (%) 6,89 8,69 8,22 7,50
C/N - - 5,52 5,60
(b)
HO N(CHa)
3 HO Total
o)
HO © 0 Total exp.
o NH HO calculado
(o)
(o)
26 % 56 % 18 %
C (%) 47,29 50,78 52,93 50,26 40,90
H (%) 6,45 7,99 8,88 7,75 7,33
N (%) 6,89 7,40 6,86 7,17 5,95
C/N - - - 7,00 6,87

Os parametros de GDM e GQ foram confirmados a partir dos dados obtidos através de
analise elementar (Tabela 5). Corroborando com os dados obtidos por RMN 'H, o valor de 56%
foi encontrado para o GDM e o valor de 18% para o GQ. Os percentuais, em massa, de C, N e
H encontrados experimentalmente para a TMC ficaram proximos aqueles determinados
matematicamente (Tabela 5b), apresentando deslocamento negativo de aproximadamente 18%
para C e N, e de 5% para H, que pode estar associado a presenca de d4gua na amostra. Ainda
que os percentuais obtidos experimentalmente para a TMC sejam ligeiramente inferiores aos
calculados, a proporcdo entre a percentagem de C e N permaneceu constante nos dois casos
(C/N = 7). Além disso, em comparacdo a quitosana (Tabela 5a), houve um aumento da
propor¢ao C/N de 5,6 para 6,8 na TMC, estando em acordo com a maior quantidade de atomos
de carbono presentes no produto alquilado.

Para elevar ainda mais a confiabilidade dos resultados, o GDM também foi acessado
por titulagdo potenciométrica (Figura 46), e, considerando que a quantidade de matéria de base
consumida era equivalente a quantidade de matéria de mondmeros dimetilados titulados,
encontrou-se um valor de GDM igual a 57%. A titulacdo da TMC revelou um pK, em 6,3, que

¢ equivalente ao pH da quitosana[197], e foi atribuido a amina tercidria das unidades
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dimetiladas. Por fim, a propor¢do entre as unidades monoméricas da TMC foi estabelecida

conforme Figura 47.

Figura 46 — Titulagdo potenciométrica de 11,7 mg de TMC com KOH 0,085 mol L', com
notagdo do pKa.
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Figura 47 — Estrutura da TMC.
A S NCHap| O :
AN O [| HO O :
' O 1 LO 0] !
' HO 0 HO ;
, NH HO +N(CH3)3 ,
! 26% 56% 18% 5

Uma vez tendo sido bem-sucedida a sintese do polimero cationico, a etapa seguinte

consistiu na funcionaliza¢ao deste com biotina.
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3.7.3 Caracterizacdo da TMC funcionalizada com biotina (Bio-TMC)

Considerando que o objetivo primordial da sintese da TMC foi a sua aplicagdo, como
um polimero catidnico, na construgdo do complexo polieletrolitico (CPE), destinado ao
encapsulamento do FS ZnPc para aplicagdes bioldgicas, optou-se por funcionalizé-la com
biotina, a fim de promover um aumento da internalizagao celular, pensando, ¢ claro, em futuras

aplicagdes bioldgicas in vivo.

Figura 48 — Esquema de sintese da Bio-TMC, a partir da TMC, empregando biotina e o agente
ativadores NHS e EDC. A reagdo leva a formacao de uma nova ligagdo éster.
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A Bio-TMC foi sintetizada através da “quimica da carbodiimida”, através de uma reacao
entre os grupos carboxila da biotina e os grupos hidroxia da TMC. A reacdo foi mediada pelos
ativadores NHS  (N-hidroxissuccinimida) e EDC  (N-(3-dimetilaminopropil)-N'-
etilcarbodiimida), assim como mostra a Figura 48.[173] Sua formac¢ao foi avaliada por IV e
RMN 'H. O espectro de FT-IR da TMC j4 foi detalhado na sec¢do anterior, € mostrou-se muito
similar ao da Bio-TMC, com algumas distin¢gdes. Como se pode verificar na Figura 49, ha um
leve alargamento da banda em torno de 1740 cm™, que corresponde a fungdo éster,
acompanhado de um leve aumento de intensidade de absor¢io em 1250 cm™, relacionado a

vibragdo da ligagdo C-O de ésteres.

Figura 49 - Espectros de IV para TMC (preto) e BioTMC (vermelho), em ampliacdo a regido
entre 2090-980 cm™.
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Os espectros de RMN 'H da TMC e da Bio-TMC estio expostos na Figura 50 para fins
de comparagdo. Identificou-se o aparecimento de novos picos que sdo caracteristicos da
estrutura da biotina no espectro da Bio-TMC (Figura 50b). A atribui¢do dos novos sinais segue:

protons metilénicos de 1,0 a 1,5 ppm (a, equivalentes a 6H) e em 2,54 ppm (b, equivalentes a

2H); dois prétons metinicos em 4,19 ppm (¢, 1H) e em 4,37 ppm (d, 1H).[170], [198]
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Figura 50 — Espectros de RMN de 'H da (a) TMC e da (b) Bio-TMC, com destaque para a

regido de 0,9 a 2,2 ppm, onde ¢ observado o aparecimento dos sinais em destaque.
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3.7.4 Caracterizacio do PAIm-12

O polimero PAIm-12 foi obtido através da alquilagdo do PAIm, empregando 1-
bromododecano, assim como mostra a Figura 51. Conforme ja investigado em outros
estudos[167], o PAIm possui grupos carboxilatos e imidazdéis em mesma propor¢ao
(50%/50%). A reacdo se dd no mondmero que contém o grupo imidazol, restando os

mondmeros com grupo carboxilato inalterados.

Figura 51 — Sintese do PAIm-12, a partir do PAIm. O PAIm ¢ obtido a partir da funcionalizagao
do poliacido acrilico com com grupos imidazoéis, conferindo uma proporcao 1:1 entre grupos
acido carboxilico e imidazol a estrutura final do PAIm. O PAIm-12, por sua vez, ¢ resultado da
alquilagcao do PAIm, com 1-bromo dodecano.

50% 50% y%
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+ Br —
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NH NH NH
Br
N N N
\ N M\
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Os espectros de RMN 'H do PAIm e do PAIm-12 sio mostrados nas Figuras 52 e 53,
respectivamente. O espectro do PAIm mostra os sinais caracteristicos dos componentes da
estrutura do polimero, onde se pode observar os protons do anel aromatico de imidazol em 7,53
e 8,81 ppm (3H: a, b, ¢), bem como os protons metilénicos da amida substituida em 3,34, 3,74
e 4,29 (6H: d, e, f). Também pode-se visualizar os protons da estrutura da cadeia polimérica, os
prétons metinicos em 3,19 e 2,22 ppm (2H, g, 1) e os protons metilénicos em 2,13 ppm (2H, h).
O espectro de RMN 'H do PAIm-12, assim como esperado, é consistente com o espectro do
PAIm-12, com um perfil muito semelhante, mostrando, no entanto, um aumento na intensidade

dos picos referentes a protons metilénicos em 1,20 ppm, evidenciando a alquilagdo do imidazol.
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Figura 52 — Espectro de RMN 'H 200 MHz do PAIm (ppm): 7.53, 2H (a,b); 8.81, 1H (c); 4.29,
2H (d); 3.34, 2H (¢); 3.74, 2H (f); 3.19, 1H (g); 2.13, 2H (h); 2.22, 1H (i).
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Figura 53 - Espectro de RMN 'H 200 MHz do PAIm-12 (ppm): 7.52, 2H (a,b); 8.76, 1H (c);
4.31, 2H (d); 3.30, 2H (e); 3.70, 2H (f); 3.14, 1H (g); 2.08, 2H (h); 2.20, 1H (i).
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Os espectros de infravermelho também foram realizados, e estdo dispostos na Figura
54. Nestes, destaca-se: banda intensa na regidio de 3300 cm™, relativa ao estiramento da ligagio
N-H presente na amida, a banda em questao encontra-se fortemente alargada pelo estiramento
da ligacdo O-H, derivada dos grupos acido carboxilico presentes na estrutura dos polimeros. A
banda em torno de 1620 cm™ também ¢é derivada de ambas as fungdes, amida e acido
carboxilico, correspondente ao estiramento da ligagdo C=0. A banda em questdo apresenta
perfil de um unico pico, caracteristico de amidas secundarias, como ¢ o caso do PAIm e do
PAIm-12. As bandas que aparecem na regido de 3100 e 3130 cm™' sdo referentes ao estiramento
C-H de carbonos do tipo sp?, derivados do anel imidazol. Os picos presentes na regido de 2975
a 2851 cm! e em 1465 cm™ indicam, respectivamente, a presenca de estiramento C-H e de
vibragdo angular C-H de carbono do tipo sp’ (alcanos). A banda em 1465 cm™ sofre um
aumento de intensidade, relativo a maior quantidade de carbonos sp® presentes do derivado

alquilado PAIm-12.

Figura 54 - Espectro de infravermelho do PAIm (linha preta) e do PAIm-12 (linha vermelha).
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Para verificar a propor¢do em que a alquilagdo ocorreu, titulagdes potenciométricas
foram realizadas, considerando-se que dos trés mondmeros presentes no PAIm-12, dois sdo

titulaveis: aquele que contém o grupo carboxilato e aquele que contém o grupo imidazol nao
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alquilado. Com os dados obtidos durante a titulagao potenciométrica do PAIm, percebeu-se que
o niimero de mols de carboxilato titulados (1,29x10* mol) era praticamente o mesmo do de
imidazol (1,31x10* mol), confirmando a propor¢do 1:1. Por outro lado, para o PAIm-12
obteve-se uma reducdo significativa no nimero de mols de grupos imidazol titulados (1,08x10"
* mol), indicando que a reagdio de substitui¢do ocorreu neste mondmero. Com estes dados, a
partir de calculos estequiométricos, foi possivel determinar que 12% dos mondmeros contendo

grupo imidazol foram alquilados, restando, entdo, 38% de monomeros com grupo imidazol livre

(Figura 55).

Figura 55 — Estrutura polimérica do PAIm-12, composto em 50% de mondmeros com grupo
carboxilato, 38% de mondémeros com grupo imidazol livre e 12% com grupos de imidazol
alquilado.

........................................

As titulagdes potenciométricas também trouxeram informacdes a respeito dos pKas dos
polimeros, e os valores encontrados mostraram-se similares aqueles reportados na literatura. As
curvas de titulagdo para o PAIm e para o PAIm-12 estdo expostas na Figuras F 1 do Apéndice
F. Para o PAIm, o pK. de aproximadamente 2,5 foi obtido para o grupo carboxilato, e de 6,6
para o grupo imidazol. Por outro lado, para o PAIm-12 os pKas de 2,3 e 6,3 foram obtidos para
os grupos carboxilato e imidazol, respectivamente. A alteracdo nos pKa,s pode estar relacionada
com uma mudanca de ambiente dos grupos carboxilato e imidazol acarretada pela alquilagao
de uma parte da cadeia polimérica. A Figura 56 sumariza as estruturas de equilibrio 4cido-base
do PAIm-12 em diferentes pHs, sendo que, em pH inferior a 1,35 temos uma cadeia

prevalentemente cationica (PAIM-12"), entre pH 3,5 e 5,5 uma cadeia zwitteridnica (PAIM-
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12"") € em pH acima de 7,5 temos uma cadeia prevalentemente anionica (PAIM-12°). Para a
sintese do CPE, definiu-se trabalhar em pH 5,5, afim de empregar-se a cadeia zwitterionica,
uma vez que esta estrutura contém as cargas negativas necessarias para a interagao eletrostatica
com as cadeias de BioTMC e, ainda, possui cargas positivas residuais que podem conferir a

superficie do complexo potencial Zeta positivo, que contribuiria para a estabilizacdo do mesmo.

Figura 56 — Equilibrios acido-base e espécies prevalentes em cada pH, de acordo com os pKas
obtidos experimentalmente (titulacdo potenciométrica) para o PAIm-12.
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3.7.5 Determinac¢ao da concentracio agregacional critica (cac) do PAIM-12

Os espectros de emissao de fluorescéncia da sonda pireno foram determinados na
presenca de diferentes concentragdes de PAIm-12, afim de obter-se informacdes sobre a
concentragdo agregacional critica (cac) do polimero, em diferentes pHs: 2,5, 5,5 € 9,0. Os perfis
de emissao do pireno encontram-se dispostos na Figura G 1 (Apéndice G). Para o pH de 5,5,
observou-se a formagdao de uma intensa banda de excimero (Figura G 1b), ocasionada pela
presenca do tampao Bis-tris no meio. A partir da razdo entre os maximos de emissdo gerados
pelas bandas I e III do pireno, foi possivel plotar os perfis de acordo com a concentracao de
PAIm-12, como mostra a Figura 57. Como se pode perceber, ha uma tendéncia para que a cac
se reduza a medida em que o pH do meio aumenta, sendo que em pH 9,0 o menor valor de cac
foi encontrado (2,8x107° mol L"), enquanto em pH 2,5 o maior valor é destacado (7,6x10 mol

L. J4 no pH intermediario de 5,5, uma cac de 6,5x107° mol L™ foi determinada.
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Figura 57 — Plote da razdo entre a intensidade de emissao das bandas I e III do pireno em razao
da concentragio de PAIm-12, em pH 2,5 (a); 5,5 (b) € 9,0 (c). [pireno] = 5x107 mol L.
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3.7.6 Obtencdo e caracterizacio do complexo polieletrolitico carregado com ZnPc:

PAIm-12-ZnPc-BioTMC

Para comprovar a interagao entre os componentes e formacao do conjugado PAIm-12-
ZnPc-BioTMC, seu espectro de infravermelho foi adquirido e comparado ao de seus
constituintes, PAIm-12, ZnPc e BioTMC. Os espectros foram avaliados seguindo a ordem de
sintese. Na Figura 58, podemos observar os espectros do PAIm-12 e da ZnPc, obtidos
isoladamente. O espectro de infravermelho do PAIm-12 (j& discutido na secao 3.7.4, condi¢do
distinta) mostra os sinais caracteristicos esperados para os grupos funcionais presentes no
polimero, listados assim como segue: 3426 cm’!, vibragdo axial da ligacio N-H (em formato de
singleto) representando amidas secundérias; 3261 cm’!, vibragdo axial da ligagio O-H de 4cido
carboxilico; 3096 cm™, vibragio axial da ligagio =C-H (alcenos); 2980 e 2930 cm™!, vibracio
axial da ligagio -C-H (alcanos); 1630 cm™!, a banda representa a juncdo entre as vibragdes axiais
da ligagdo C=0 de 4cido carboxilico e de amida; 1543 cm’!, vibragdo axial assimétrica da
ligagio C-O de 4cido carboxilico; 1465 ¢cm’, vibragdo angular C-H de grupo metileno
(alcanos); 1390 cm’!, vibracdo axial simétrica C-O de 4cido carboxilico; 1370 cm™, vibragdo
angular C-H de grupo metil (alcanos); 1282 cm’, vibragio da ligagio C-N de aminas
aromaticas.[199] O espectro da ZnPc (Figura 58b) também revelou sinais caracteristicos
esperados para a molécula, como as vibracdes axiais de ligacdo C-H de aromatico em 3045 cm”
' (Csp*-H) e 2850 cm™ (Csp’-H); 1596 cm’!, vibragdo angular de ligacdo N-H de amina; 1086
cm’!, deformacdo da ligagdo C-H no plano; 1047 cm™!, vibragdo axial ligagdo C-N do anel
pirrol; 758 cm™!, que representa tanto a deformacdo da ligacio C-H fora do plano quanto a
vibragdo angular da ligacdo C-N-C. Neste espectro, uma importante banda que representa a
ligagdo entre o centro metélico e o nitrogénio do anel pirrol (vibragdo da ligagdo Zn-N) foi
destacada, em 734 cm™.[200]

A Figura 58c mostra o espectro de infravermelho do PAIm-12 antes (linha rosa) e depois
(linha preta) da conjugacdo com a ZnPc. Neste ultimo, uma série de altera¢cdes que indicam o
sucesso da conjugagdo entre PAIm-12 e ZnPc puderam ser observadas. E bem descrito na
literatura que o Zinco ¢ capaz de coordenar-se ao carboxilato, formando complexos de
Zinco.[201] As principais alteragdes que indicam a formac¢ao do complexo sdo descritas a
seguir. Primeiramente, observou-se uma significativa alteracdo de proporcao das bandas que

representam as vibragdes axiais do grupo carboxilato (C=0), que se encontram em 1630 e 1715
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cm!'. No PAIm-12, a proporcio entre elas é de 1,56, enquanto no PAIm-12-ZnPc a propor¢io
se altera para 1,74. Esta mudanca de intensidade das bandas pode ser decorrente da interagdo
do grupo carboxilato do PAIm-12 com o centro metalico (Zinco) da ZnPc, que afeta diretamente
as ordens de ligagdo. Além disso, os complexos de Zinco-carboxilato reportados na literatura
apresentam uma banda de fraca intensidade na regido de 620-580 cm’!, relacionada a vibragdo
axial assimétrica da ligacdo formada entre Zn-0O.[202] Essa banda foi reportada no espectro de
PAIm-12-ZnPc, em 623 cm™ (destacado na Figura 58c), comprovando a formagio da ligacio
entre Zinco e carboxilato. Cabe também destacar que os modos vibracionais simétrico e
assimétrico da ligacdo C-O se encontram em 1384 e 1543 cm™!, respectivamente, o que resulta
em uma variagio de 159 cm™!. De acordo com a literatura, variagdes desta magnitude indicam
coordenagao bidentada ao metal (referencia: ion acetato).[202]

Outra alteracdo pertinente que aparece no espectro de PAIm-12-ZnPc se refere ao
aumento de intensidade das bandas na regido dos 3000 cm™. A ZnPc é uma molécula constituida
por um grande sistema aromatico que contém uma grande quantidade de ligagdes C-H, cujas
vibragdes axiais sdo responsaveis pelo aumento de intensidade na regido mencionada. Nesta
regido, também ocorre uma mudanga na propor¢io das bandas em 3420 cm™ e 3260 cm™!, esta
ultima relacionada a ligagdo O-H de acido carboxilico, que pode ser uma consequéncia da
formacgao de ligagdo do carboxilato com o Zinco. Também ¢ possivel observar que o sinal que
representa a ligagdo metal-nitrogénio (Zn-N) esta presente e sofreu deslocamento (de 734 para

758 cm™), o que indica mudancga de microambiente do centro metalico da ZnPc.
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Figura 58 — Espectro de infravermelho (a) do PAIm-12 em pH 5,5, (b) da ZnPc em pH 5,5 e (¢)
do PAIm-12 versus PAIm-12-ZnPc em pH 5.5.
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Com a obtenc¢ao do complexo intermediario PAIm-12-ZnPc, a etapa seguinte consistiu
na adicdo de BioTMC para formagdo do CPE PAIm-12-ZnPc-BioTMC. Neste processo,
esperava-se haver a interagdo entre os sitios anidénicos do PAIm-12 (grupos carboxilato) com
os sitios catidénicos da BioTMC (grupos trimetilamoénio). O espectro de infravermelho do
conjugado apresenta indicios de interagdo do grupo carboxilato com o grupo trimetilamonio,
que confirmaram a presenga de BioTMC (Figuras 59a e b). Em primeiro lugar, ¢ possivel
observar que a banda que representa a vibracao de alongamento da ligagdo N-H dos grupos
trimetilamonio sofre um deslocamento de 3430 cm™! na Bio-TMC para 3320 cm™! no PAIm-12-
ZnPc-BioTMC. Este deslocamento, em geral, pode ser derivado de interagdes com o grupo
carboxilato, principalmente nos casos em que a formagao de liga¢ao de hidrogénio entre os dois
grupos funcionais ¢ favorecida. Outro ponto a ser destacado € referente a banda que representa
a deformacdo axial da ligacdo C=0 (1627 cm™), que sofreu uma reduc¢io significativa de
intensidade que pode ser associada a interagdo com os grupos trimetilamonio. A altera¢do que
ocorre na regido em torno de 2930 cm’ pode ser relacionada a presenca dos grupos
trimetilamodnio da BioTMC que contém grupos metila, que possuem ligagdes C-H que exibirdo
vibragdes axiais na regido mencionada. Também ¢ interessante destacar o aparecimento da
banda em torno de 1370 cm™ no espectro do CPE (Figura 59b), que corresponde as vibragdes
angulares da ligagdo O-H de alcoois, funcdo organica que ndo estava presente no conjugado
antes da introducao de BioTMC, o que comprova que a funcionalizagdo com o polimero
biotinilado ocorreu com sucesso. O espectro do PAIm-12-ZnPc-BioTMC também apresenta
uma banda intensa caracteristica da BioTMC, em 1056 cm!, que diz respeito as vibragdes axiais
C-N de amina. A partir das andlises dos infravermelhos, conclui-se que a formagao do CPE

com os polimeros PAIm-12 e BioTMC e o FS ZnPc foi bem sucedida.



136

Figura 59 — Espectros de infravermelho (a) da BioTMC e (b) comparagdo entre PAIm-12-ZnPc

e PAIm-12-ZnPc-BioTMC.
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O CPE obtido apresentou coloracdo azul clara em solucdo aquosa, forma na qual foi

armazenado, mantido no escuro. Seu perfil de absor¢cao de UV-Vis encontra-se na Figura 60.

Como se pode observar, o CPE em solugdo aquosa (pH 5,5) apresentou duas bandas de absor¢ao

caracteristicas do fotossensibilizador ZnPc, em 610 e 674 nm — bandas Qi e Qm,

respectivamente. O perfil destas bandas assemelha-se aquele apresentado pela ZnPc em etanol

(Figura 41a), diferindo daquele em agua (Figura 41b), o que mostra que, no CPE sintetizado,

as moléculas de ZnPc encontram-se monomerizadas, o que aponta para um encapsulamento

bem sucedido. Além disso, as bandas sofreram deslocamento batocrdmico, uma vez que a banda

Qi em etanol apresentava maximo em 605 nm e a banda Qmui, em 664 nm. Tal comportamento

deriva da mudanga de ambiente da ZnPc nos diferentes sistemas, e também de possiveis

interacdes do centro metalico com os grupos funcionais dos polimeros com os quais a ZnPc

interage no CPE, assim como mostraram as andlises de infravermelho.
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Figura 60 — Perfil de absorc¢ao de luz UV-Vis do conjugado PAIm-12-ZnPc-BioTMC, em pH
5,5. [ZnPc] = 5x10° mol L'!; [PAIm-12] = 2,87x10* mol L*!; [BioTMC] = 0,55 g L.
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A regido de comprimento de onda abaixo de 400 nm representa a absor¢ao de luz dos
componentes das matrizes dos polimeros constituintes do CPE PAIm-12-ZnPc-BioTMC, como
por exemplo do imidazol — na regido abaixo de 300 nm[203], e também da quitosana, que
apresenta uma transi¢do m-n* na mesma regido.[204]

A seguir, caracterizagdes de tamanho e potencial Zeta foram realizadas. O tamanho dos
conjugados de PAIm-12-ZnPc-BioTMC foi investigado por espalhamento dindmico de luz. As
leituras foram realizadas em triplicata e, a partir delas, montou-se o histograma presente na
Figura 61, que indica um maior numero de particulas na faixa dos 100 nm. O potencial Zeta foi
determinado através da mesma técnica, também em triplicata (exemplo de medida na Figura

62), resultando em uma carga superficial média de +29,2 mV.
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Figura 61 — Histograma de distribuicdo de tamanhos para o conjugado PAIm-12-ZnPc-
BioTMC, obtido a partir da média aritmética de medidas realizadas em triplicata. [ZnPc] =
5%10° mol L!; [PAIm-12] =2,87x10* mol L'!; [BioTMC] = 0,55 g L.
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Figura 62 — Resultado para uma das medidas de potencial Zeta da amostra de PAIm-12-ZnPc-
BioTMC. [ZnPc] = 5x10°¢ mol L!; [PAIm-12] = 2,87x10™ mol L'!; [BioTMC] = 0,55 g L.
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Para fins de comparagdo, o intermediario PAIm-12-ZnPc também foi caracterizado

quanto a tamanho e potencial Zeta. O tamanho médio obtido ficou em torno de 344 nm, com

uma carga superficial positiva de +10,3 mV. O pequeno potencial Zeta encontrado para o

complexo PAIm-ZnPc justifica a aplicagdo do polimero BioTMC para fins de estabilizag¢do do

CPE, uma vez que o pequeno potencial Zeta pode favorecer processos de agregagdo de

particulas, situagdo que se percebe ao analisarmos o maior tamanho encontrado para o

intermediario.
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Uma vez conjugada aos polimeros, as propriedades fotofisicas da ZnPc foram
reavaliadas. Na Figura 63a, pode-se observar que o espectro de excitacdo da ZnPc apresenta
perfil similar ao seu espectro de absor¢do em etanol, condicdo em que as moléculas se
encontram em sua forma monomérica. A Figura 63b mostra que, apos o encapsulamento ao
PAIm-12-ZnPc-BioTMC a ZnPc apresenta emissao de fluorescéncia, indicando a solubilizagao
do FS na forma monomérica. O comprimento de onda maximo de emissdo de fluorescéncia
encontra-se em 679 nm, resultando em um Av de 109 cm™'. Para a ZnPc livre em etanol, o0 Av
¢ de 223 cm™!. A diferenca entre o comprimento de onda méaximo de absorcio e emissdo se da
pela desativacdo do estado excitado através de conversdo interna (CI). Ou seja, apos o
encapsulamento da ZnPc, os processos de desativagdo do estado excitado por CI sdo
desfavorecidos, favorecendo a ocorréncia de outros caminhos de desativacdo, conforme

investigado abaixo.

Figura 63 — (a) Espectro de excitacdo do conjugado PAIm-12-ZnPc-BioTMC, em pH 5.5, fenda
5 nm. (b) Espectro de emissdo de fluorescéncia do conjugado, em pH 5,5. A de excitagdo em
605 nm, fenda em 5 nm. [ZnPc] = 5x10% mol L!; [PAIm-12] = 2,87x10™* mol L'!; [BioTMC]
=0,55gL".
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O rendimento quantico de emissdo de fluorescéncia e o tempo de meia vida da ZnPc no
conjugado foi comparado ao da sua forma livre em etanol e em agua. Os resultados estdo
registrados na Figura 64 e na Tabela 6. Foi possivel observar uma reducdo de cerca de 64% no
or da ZnPc ap6s encapsulamento no conjugado, quando comparado ao de sua forma livre em
etanol (Tabela 6). Considerando que os processos de desativagdo do estado excitado sdo

competitivos, € o somatorio dos percentuais de contribui¢do deve ser igual a 1, a reducdo das
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transigoes S1=2>So por emissdo de fluorescéncia pode favorecer o acontecimento de outros
processos apos a excitacdo da ZnPc, como, por exemplo, o cruzamento intersistema (CIS). O
CIS ¢é uma transi¢do do tipo S;=> Ti, onde a ZnPc passa do estado excitado singleto para o
estado tripleto, havendo compatibilidade de spin com o oxigénio molecular (*0z, que, no estado
fundamental, encontra-se também no estado tripleto). No momento em que o >FS possui
compatibilidade de spin com o 30, as reacdes de transferéncia de energia daquele para este sdo
permitidas por spin, possibilitando a formacao de oxigénio singleto (02), bem como as reagdes
que envolvem transferéncia de elétrons e levam a formacao de espécies radicalares de oxigénio,
as chamadas EROs.[205] Ou seja, a reducao no ¢r da ZnPc apds encapsulamento no conjugado
pode favorecer o processo de CIS, levando a um aumento da quantidade de 'O, e EROs
formados, espécies altamente oxidantes que sdo responsaveis por produzirem o efeito citotoxico

terapéutico em TFD.
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Figura 64 — Espectros obtidos para os céalculos de rendimento quantico de fluorescéncia (¢r).
(a) Espectros de absor¢do UV-Vis da ZnPc livre em etanol (linha preta), ZnPc livre em agua
(linha vermelha) e ZnPc conjugada ao PAIm-12-ZnPc-BioTMC (linha azul). As leituras de
absorbancia para o calculo de ¢r foram realizadas em 605 nm, correspondente a0 comprimento
de onda empregado na excitagao. (b) Perfil de emissao da ZnPc em etanol. (¢) Perfil de emissao
da ZnPc em 4gua. (d) Perfil de emissdo da ZnPc no conjugado. [ZnPc] = 5x107 mol L.
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Tabela 6 - ¢r e T determinados experimentalmente para a ZnPc em diferentes microambientes.

Amostra (QZﬁrgs ; f::rll) Area (F) or T (ns)
ZnPc em etanol 0,108 20526,44 0,53* 5,96+1,05
ZnPc em agua 0,325 104,16 9,30x10* -
PAIm-12-ZnPc-BioTMC 0,102 6965,22 0,19 5,39+0,80

* A amostra ZnPc em etanol foi utilizada como padrao de comparagao (¢r), tendo sido o valor

de ¢r retirado da literatura.[182]

Os tempos de meia vida de emissdo de fluorescéncia (1) foram medidos (Figura 65) e
os valores determinados em etanol (5,9641,05 ns) estdo de acordo com os valores encontrados
na literatura[206]. Em agua, nao foi possivel determinar o t, uma vez que o processo de emissao

¢ suprimido neste solvente devido ao processo de autoagregacao[207]. Os valores de t da ZnPc
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em etanol e no CPE (5,39+0,80 ns) foram similares entre si, indicando que a espécie que emite
fluorescéncia ¢ a mesma em ambos os casos, € que no CPE a fra¢do dessa espécie diminui
levando a diminui¢do do ¢r. Uma vez que nos espectros de absor¢ao da ZnPc ndo se observou
bandas caracteristicas de agregados, atribui-se a diminui¢do observada ao favorecimento de

outros caminhos de desativacao do estado excitado.

Figura 65 — Cinéticas de decaimento de fluorescéncia resolvida no tempo, em nanosegundos,
empregando LED de 370 nm, filtro 380 nm, para determinac¢ao do t da ZnPc livre em etanol e
ZnPc conjugada a0 PAIm-12-ZnPc-BioTMC.
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Os espectros de emissdo também confirmam o encapsulamento da ZnPc no conjugado,
uma vez que o CPE PAIm-12-ZnPc-BioTMC foi sintetizado e armazenado em solucdo aquosa,
e, como podemos ver, a ZnPc livre em dgua ndo apresenta emissao de fluorescéncia (devido ao
processo de autosupressdo por formacao de agregados). Se as moléculas de ZnPc da amostra
PAIm-12-ZnPc-BioTMC estivessem em contato com a agua, sem o revestimento polimérico
do CPE, a amostra ndo apresentaria emissao de fluorescéncia. A jung¢do dos espectros de
absorc¢do e emissdao do conjugado confirmam que a ZnPc se encontra na forma monoméricas
neste sistema. Ainda assim, para verificar a existéncia de distintas populagdes de ZnPc no
conjugado, 1odeto de potassio (KI) foi empregado como agente supressor de fluorescéncia.[208]
Neste caso, o ion iodeto (I') € capaz de suprimir a fluorescéncia das moléculas de ZnPc que
possivelmente estejam presentes no lado externo dos agregados de PAIm-12 e Bio-TMC, nao
sendo capaz de afetar aquelas que se encontram encapsuladas em seu interior. A Figura 66
mostra que a intensidade de emissdo da amostra de PAIm-12-ZnPc-BioTMC nao ¢ afetada pela
adicao de diferentes concentragdes de I', confirmando a existéncia de ZnPc encapsulada no

CPE.
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Figura 66 — Perfis de emissdo de fluorescéncia da ZnPc conjugada ao CPE PAIm-12-ZnPc-
BioTMC, com adi¢des de aliquotas de uma solucdo aquosa de KI 3 mol L.
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3.7.7 Investigacio da gera¢io de EROS e !0z por ZnPc livre ¢ PAIm-12-ZnPc¢-BioTMC

Uma vez conjugada ao CPE, tornou-se necessario averiguar se a ZnPc seria capaz de
produzir EROs neste ambiente. Quando presentes em ambientes distintos, as propriedades
fotoquimicas dos FS podem sofrer alteragdes, vindo a perder sua capacidade de geracdo de
EROs, por exemplo, consequentemente tornando-se inativos em aplicagdes fotodindmicas,
como a TFD. Desta maneira, a capacidade de geragdo de EROs pela ZnPc conjugada ao CPE,
perante absorc¢do de luz (laser vermelho, 660 nm, 100 mW c¢m™), foi comparada a da ZnPc livre
em etanol, empregando a sonda ABDA, que ¢ consumida na medida em que as espécies citadas
sdo formadas. E possivel observar, a partir dos espectros de absor¢io UV-Vis presentes nas
Figuras 67 a e b, que a ZnPc tanto em sua forma livre em etanol quanto conjugada ao PAIm-
12-ZnPc-BioTMC ¢ capaz de produzir EROs, uma vez que se percebe a degradacdo da sonda
ABDA (em 398 ou 404 nm, respectivamente) a medida em que as amostras absorvem a luz
vermelha do laser. Durante o experimento, sob absor¢do continua da luz, a ZnPc sofreu foto-
oxidacdo, uma vez que as EROs produzidas por ela reagem ndo somente com a sonda ABDA,

mas também com o proprio FS, causando sua degradagao.
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Figura 67 — Perfis UV-Vis de foto-oxida¢ao de ABDA na presenca de ZnPc livre em etanol (a)
e de PAIm-12-ZnPc-BioTMC (b), empregando laser vermelho (660 nm, 100 mW cm™).
Cinéticas de foto-oxidagdo de ABDA e ZnPc para ZnPc livre em etanol (c) ¢ PAIm-12-ZnPc-
BioTMC (d). [ABDA] = 1x10” mol L!; [ZnPc] = 4,5x10° mol L.
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As cinéticas de degradagdo da ABDA foram acompanhadas em 398 e 377 nm para a
ZnPc livre em etanol e em 404 e 382 nm para a ZnPc conjugada ao CPE. Como se pode
perceber, a presenca dos polimeros recobrindo a molécula de ZnPc alterou o perfil de foto-
oxidagdo tanto da sonda quanto do FS, saindo de um processo de primeira ordem de uma tnica
etapa na amostra com ZnPc livre (Figura 67 c), para um processo de duas etapas consecutivas
de primeira ordem para a amostra de PAIm-12-ZnPc-BioTMC (Figura 67 d).

A constante de velocidade de degradag¢ao da sonda ABDA na presenca de ZnPc livre
em etanol foi k; = 0,087 min™! (¢, = 11,44 min) (Figura 67c), enquanto no CPE dois estagios
foram analisados (Figura 67d), sendo que na primeira etapa, referente a degradagdo de 56% do
ABDA, k; foi 0,47 min™! (5,4 vezes mais rapido do que em etanol) e na segunda etapa, referente

a degradacgio de 44% do ABDA, k: foi de 0,011 min™! (7,9 vezes mais lento do que em etanol).
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A existéncia de duas etapas distintas na presenca do CPE, podem indicar a formagdo de
diferentes espécies reativas de oxigénio e diferentes acessibilidades da sonda a essas espécies.
Conforme anteriormente mencionado, a ZnPc sofreu foto-oxida¢do durante o
experimento em etanol e no CPE (Figuras 68 a e b). Novamente, o que foi observado foi um
processo de decaimento de absorbancia de primeira ordem com dois estagios consecutivos para
a amostra de PAIm-12-ZnPc-BioTMC, com um estgio inicial acelerado (krp; = 0,348 min™,
t; = 2,87 min) com degradacdo de cerca de 30% da ZnPC, seguido de um estagio final lento
(krp2=0,004 min', #; = 223,93 min) e degradagio de 70% da ZnPc — Figura 68b. Ao comparar
as krp em etanol (krg = 0,033 min’!, #; = 30,23 min) e no CPE, tem-se um aumento de 10,6
vezes na 1* etapa no CPE em relagdo ao etanol, e na segunda etapa uma diminuicao de 7,3 vezes
no CPE em relagdo a ZnPc livre. Em comparag¢ao com a ZnPc livre houve um efeito total de
protecdo da ZnPc no CPE, visto que a velocidade de degradacdo de 70% do FS diminui
significativamente. Para maior compreensdo das espécies envolvidas nos processos foto-
oxidativos, avaliou-se as cinéticas de fotodegradacdo na presenga de moléculas supressoras de

espécies reativas de oxigénio.

Figura 68 — Cinéticas de foto-oxidagdo da ZnPc, obtidas no experimento de geragdo de EROs
empregando a sonda ABDA, para a amostra de ZnPc livre em etanol (a) e PAIm-12-ZnPc-
BioTMC (b).
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O comportamento de foto-oxidag¢do da sonda ABDA em ambos os sistemas também foi
investigado na presenca dos seguintes agentes supressores: azida de sddio (supressor de '02); e
dimetilsulfoxido (DMSO, supressor de radical hidroxia *OH) (Figura 69), e os resultados estao

sumarizados na Tabela 7.



146

Figura 69 - Perfil UV-Vis de foto-oxidagdo de ABDA (398 nm) na presenca de ZnPc livre em
etanol (a) e de PAIm-12-ZnPc-BioTMC (b), empregando azida de sddio como agente supressor
de '0,, com fonte de iluminagio de laser vermelho (660 nm, 100 mW c¢m?); (c¢) Cinética ABDA
(398 nm) para ZnPc livre; (d) Cinética ABDA (404 nm) para ZnPc conjugada ao CPE; (e)
Cinética de fotobranqueamento em 667 nm para ZnPc livre; (f) Cinética de fotobranqueamento
em 674 nm para ZnPc conjugada. [ABDA] = 1x10” mol L!; [azida] = 5x10~ mol L'!; [ZnPc]
=4,5%x10° mol L.
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Tabela 7 — Constantes de velocidade (k) para a degradacdo da ABDA (ki e k2) e constantes de
velocidade de fotobranqueamento (krB), para ZnPc livre em etanol e para PAIm-12-ZnPc-
BioTMC em 4gua, a 25 °C. As medidas foram realizadas na auséncia e na presenca de
supressores.

Supressor | k& (10 min) ZnPc livre PAIm-12-ZnPc-BioTMC
ki 8,70+0,10 47.05£1,29
- k2 - 1,07+0,03

krB.1 3,30+0,03 34,84+3,87
kB - 0,45+0,01
ki 2.10£0,02 30,57+0.87

AzidaP k2 - 4,30+0,17
krB,1 2,02+0,02 28,82+2,21
kep.2 ; 4,96+0,11
ki 9,42+0,14 44,08+0,45

DMSO* k2 - 0,40+0,06
krs 1,07+0,02 29,82+2,65

% sem supressor, ° na presenca de azida de sodio (2 mol L), ¢ na presenga de DMSO 10%.

Em etanol e na presenca de azida de sddio (Figura 69a e 69c), observou-se uma
diminuic¢do de 4,1 vezes na velocidade de degradacdo do ABDA em relagdo ao experimento
realizado na auséncia do supressor. Destaca-se que, na amostra de ZnPc livre, ha uma redugdo
de 4 vezes da constante de velocidade na auséncia de 'O, saindo de 8,70x10 min" para
2,10x102 min"!. Em adi¢do, observou-se uma porcentagem de ABDA degradado de 38%
(Figura 69c) na presenca de azida de sodio e 98 % na auséncia do supressor. Na presenca de
DMSO, supressor de *OH, ndo houve alteragdes significativas na velocidade de fotodegradagao
(vide Tabela 7). Estes resultados evidenciam a importancia do 'O na fotodegradagdo do ABDA
em etanol. Quando se analisa o efeito das espécies supressoras na decomposi¢do do ABDA no
CPE, observa-se para k; uma diminui¢io de 1,6 vezes na presenca de azida (de 47,05x102 min
! para 30,57x10"2 min™' - Tabela 7), ndo havendo redugio significativa na presenga de DMSO.
E importante mencionar que a diminuicio de k; del,6 vezes é significativamente menor do que
a observada em etanol, cuja diminuicdo foi de 4,1 vezes, evidenciando que no CPE a

participacdo do 'O> como espécie oxidante para o ABDA é menos importante. Além disso, a
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degradagdo de ABDA em etanol na presenca de azida mostrou uma degradagdo de 38% da
molécula, enquanto na amostra de PAIm-12-ZnPc-BioTMC observou-se quase completa
degradacao da ABDA apds 75 min de iluminagdo. Para a segunda etapa da reagdo, observa-se
uma diminui¢do de k> de 2,6 vezes na presenga de DM SO, indicando que no CPE a participagao
de radicais hidroxia ¢ mais relevante do que em etanol, onde ndo se observou variagdes
consideraveis. Estes resultados sugerem a mudanga no mecanismo de fotodegradacdo do
ABDA no CPE em relacdo ao etanol onde o oxigénio singleto ¢ a principal espécie oxidante,

sendo que no CPE o papel do radical *OH ¢ fundamental.



149

Figura 70 — Espectros de absor¢dao UV-Vis de foto-oxidagdo de ABDA (398 nm) na presenga
de ZnPc livre em etanol (a) e de PAIm-12-ZnPc-BioTMC (b), empregando DMSO como agente
supressor de *OH, com fonte de iluminagdo de laser vermelho (660 nm, 100 mW cm™); (c)
Cinética ABDA (398 nm) para ZnPc livre; (d) Cinética ABDA (404 nm) para ZnPc conjugada
ao CPE; (e) Cinética de fotobranqueamento em 667 nm para ZnPc livre; (f) Cinética de
fotobranqueamento em 674 nm para ZnPc conjugada. [ABDA] = 1x10~ mol L''; 10% DMSO;
[ZnPc] = 4,5x10° mol L.
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O efeito dos agentes supressores ainda pode ser avaliado com relagdo ao
fotobranqueamento da ZnPc em ambas as formas livre e conjugada, em 667 ¢ 674 nm,
respectivamente. Ao observamos as krp para ZnPc livre, presentes na Tabela 7, podemos
perceber que ha uma redu¢io mais significativa de krs na presenca de DMSO (de 3,30x107
min! para 1,07x102 min! — reducdo de 3 vezes) do que na presenca de azida (de 3,30x1072
min™! para 2,02x102 min! — reducio de 1,6 vezes), indicando que a principal espécie
responsavel pelo fotobranqueamento da ZnPc livre € o radical *OH, havendo contribui¢do em
menor propor¢do do 'O,. Para o caso da ZnPc conjugada ao PAIm-12-ZnPc-BioTMC, nio foi
possivel determinar a krp do segundo estagio de degradagdo com DMSO, portanto a discussao
foi realizada de forma qualitativa a partir dos perfis cinéticos presentes nas Figuras 69f e 70f.
Na presenga de azida, a ZnPc foi completamente fotobranqueada durante os 291 min de
iluminagdo, ao passo em que, neste mesmo intervalo de tempo, na presengca de DMSO, a ZnPc
sofreu reducdo de apenas 24% de sua absorbancia (de 1,43 para 1,08). Esta degradacao ocorreu
de forma muito acelerada - nos primeiros 11 min de iluminagdo — permanecendo constante a
concentragdo de ZnPc até o fim do experimento. Os experimentos indicam que, uma vez
conjugada a0 PAIm-12-ZnPc-BioTMC, o radical *OH ¢ a principal espécie responsavel pelo

fotobranqueamento da ZnPc.

3.7.8 Fotoestabilidade

A resisténcia ao fotobranqueamento da ZnPc na sua forma livre, em 4gua e em etanol,
e na forma conjugada (PAIm-12-ZnPc-BioTMC) foi investigada, empregando como fonte de
iluminacio um laser vermelho (660 nm, 100mW c¢m™), cujo comprimento de onda de emissio
¢ correspondente com a faixa de absor¢ao de luz visivel da ZnPc.

Conforme esperado, em agua a ZnPc apresenta alta resisténcia ao fotobranqueamento
(Figura 71), uma vez que suas moléculas se apresentam na forma agregada (Figura 71a),
condicdo que favorece a desativacdo do estado excitado S; por conversdo interna.[209] As
cinéticas foram acompanhadas em 610 nm (comprimento de onda de absor¢do maximo do
agregado) e em 667 (comprimento de onda empregado ao decorrer desta se¢ao para ZnPc livre),

entretanto, em nenhum dos casos observou-se fotobranqueamento (Figura 71b).
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Figura 71 — (a) Perfil de absor¢do UV-Vis representativo dos 480 min de iluminacdo da amostra
de ZnPc livre em 4gua, empregando laser vermelho (660nm, 100 mW cm™2); (b) Cinética de
fotobranqueamento de ZnPc livre em 4gua em 610 e 667 nm. [ZnPc] = 2,15x107 mol L.
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Em seguida, a fotoestabilidade da ZnPc em etanol (Figura 72) e conjugada ao CPE
(Figura 73) foi investigada, bem como seus respectivos rendimentos quanticos de
fotobranqueamento (¢rg — Tabela 8). Mais uma vez, as cinéticas de foto-oxidagdo da ZnPc
mostraram perfil de primeira ordem, de uma tnica etapa para ZnPc livre em etanol (Figura 72b)
e de duas etapas consecutivas para a ZnPc conjugada no CPE (Figura 73b). Em sua forma livre
em etanol, a ZnPc apresentou maior resisténcia a foto-oxidagao, apresentando menor constante
de velocidade de fotobranqueamento (krz = 0,011 min™') quando comparada a sua forma

conjugada ao PAIm-12-ZnPc-BioTMC (krp; = 0,47 min'; krg> = 0,024 min™'). Em todas as
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cinéticas fotoinduzidas apresentadas nesta Tese, a amostra de PAIm-12-ZnPc-BioTMC
apresentou o mesmo comportamento de foto-oxidag¢ao para a ZnPc, com um primeiro estagio
de decaimento acelerado, seguido de um segundo estagio mais lento.

O rendimento quantico de fotobranqueamento (foto-oxidacao), ¢rp, ¢ uma medida da
estabilidade da molécula submetida a foto-oxidacao. Ainda que a ZnPc na amostra de PAIm-
12-ZnPc-BioTMC tenha apresentado menor fotoestabilidade, a mesma apresentou menor ¢rg
(0,071 na 1? etapa e 0,0026 na 2? etapa) quando comparado a sua forma livre em etanol (¢rs =
0,12) — Tabela 8. Isso significa que, apds a conjugacao aos polimeros, uma parcela inferior dos
fotons absorvidos ¢ empregada em sua auto-oxidagdo, se comparamos 0 mesmo processo na
ZnPc livre. E importante lembrar que a baixa fotoestabilidade é uma desvantagem quando se

planejam CPEs carregados com FS para futuras aplicacdes biologicas.[210]
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Figura 72 - (a) Espectros de absorcdo UV-Vis representativo dos 480 min de iluminagdo da
amostra de ZnPc livre em etanol, empregando laser vermelho (660nm, 100 mW cm™); (b)
Cinética de fotobranqueamento de ZnPc livre em etanol em 667 nm. [ZnPc] = 2,15x107" mol
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Figura 73 - (a) Perfil de absor¢ao UV-Vis representativo dos 60 min de ilumina¢ao da amostra
de ZnPc conjugada ao PAIm-12-ZnPc-BioTMC, empregando laser vermelho (660nm, 100 mW
cm?); (b) Cinética de fotobranqueamento de ZnPc em 674 nm. [ZnPc] = 2,15 x107" mol L'
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Tabela 8 — Constantes de velocidade de fotobranqueamento (krz) € rendimentos quanticos de
fotobranqueamento (¢rs) para ZnPc livre e conjugada.

ZnPc livre em etanol PAIm-12-ZnPc-
BioTMC
krg,1 (10”2 min™) 1,14+0,03 47,70+£2,29
krg,2 (10”2 min™) - 2,43+0,29
0,12 0,071 na 1? etapa
orB
0,0026 na 2* etapa
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3.7.9 Testes bioldgicos in vitro contra melanoma B16F10

3.7.9.1 Ensaio colorimétrico de Sulforodamina B

O potencial do CPE em causar citotoxicidade in vitro contra células de melanoma do
tipo B16F10 foi analisado no escuro e ap6s 30 min de iluminagao (sistema de LED in vitro —
luz branca “Warm White” LK1490 MO006, 55,3 J cm™). A densidade celular apds a realizagio
dos testes foi quantificada a partir do ensaio colorimétrico da Sulforodamina B. Os resultados

obtidos estdo dispostos na Figura 74.

Figura 74 — Densidade celular (%) de células de melanoma B16F10 na auséncia (grupo
controle) e na presenca de diferentes concentragdes (0,25-5 uM) de ZnPc livre em agua (coluna
azul), de PAIm-12-BioTMC (coluna preta) e de CPE (coluna vermelha), (a) no escuro e (b) na
presenca de luz branca (30 min, 55,3 J cm™).
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Analisando o comportamento das amostras no escuro (Figura 74a), pode-se perceber
que ndo apresentaram efeito citotoxico nas menores concentragdes (0,25 e 0,5x10°¢ mol L),
sendo que a partir de 1x10° mol L' a ZnPc em sua forma livre em solugdo aquosa comega a
apresentar citotoxicidade significativa mesmo na auséncia de fotoestimulo, chegando a
provocar uma reducio de densidade celular acima dos 75% na maior concentragdo (5x10° mol
L1). Este resultado evidencia a impossibilidade de aplicacdo do FS em sua forma livre, devido
ao potencial em causar dano as células saudaveis, uma vez que seu efeito citotoxico ndo ¢ foto-
dependente. Por outro lado, quando observamos o comportamento do grupo controle PAIm-12-
BioTMC e do CPE, podemos perceber que os mesmos ndo apresentam citotoxicidade no escuro
até a concentracdo de 2x10°® mol L', o que possibilitaria sua aplicacio em condi¢des que ndo
excedam tal concentragdo. Para encerrar, salienta-se que o complexo polieletrolitico colaborou
para uma reducdo da citotoxicidade da ZnPc no escuro, nas concentragdes mais elevadas (de 1
a 5x10° mol L.

Para as amostras que receberam 30 min de iluminagdo de luz branca (55,3 J cm™,
Figura 74b), efeito citotoxico significativo passou a ser observado a partir de 1x10° mol L™,
onde percebeu-se uma redugdo gradativa da densidade celular a medida em que a concentragao
das amostras de ZnPc livre em 4gua e de CPE aumenta. Na concentra¢io de 2x10°¢ mol L,

que ¢ a concentracdo de uso indicada segundo teste no escuro, o CPE apresentou o maior efeito
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citotéxico em comparagdo com a ZnPc livre, causando uma redugdo de aproximadamente 55%
da densidade celular, em comparacao com 48% causados pela ZnPc livre. Nesta concentracao,
o conjugado polimérico PAIm-12-ZnPc causou redugdo de aproximadamente 20% do niimero
de células de melanoma.

Quando os dois sdo comparados, € possivel observar o papel da iluminacao na ativagao
do FS inserido no CPE, fator fundamentalmente responsavel pela agdo fotodinamica do mesmo.
Na concentragao ideal de aplicagao do CPE, 2uM, pode-se dizer que o CPE foi capaz de reduzir
mais da metade do numero de células de melanoma, sem apresentar qualquer prejuizo as células
no escuro, demostrando aplicag@o segura (até o ponto em que os testes in vitro foram capazes

de avaliar) e potencial para aplicagdes futuras em TFD.

CONCLUSOES PARCIAIS

Na Parte II desta Tese de Doutorado obteve-se a partir da quitosana, o derivado TMC.
A TMC foi caracterizada por RMN de 'H, FT-IR, analise elementar, e titulacdo
potenciométrica. A TMC foi funcionalizada com biotina formando a Bio-TMC, que foi
caracterizada por FT-IR e RMN 'H. O polimero PAIm-12 foi obtido sintetizado e caracterizado
RMN !'H, FT-IR, e titulagio potenciométrica. A concentracdo agregacional critica (cac) do
PAIm-12 foi avaliada utilizando pireno como sonda de fluorescéncia, observando-se que os
valores de cac diminuiram com o aumento do pH. Complexos polieletroliticos contendo PAIm-
12 e Bio-TMC foram obtidos, e possibilitaram a incorporag¢do de Zn-Pc na forma monomérica.
Os CPE apresentaram didmetro hidrodindmico de 100 nm, e potencial Zeta de +29,2 mV,
enquanto os agregados de PAIm-12 mostraram tamanho médio em torno de 344 nm, com uma
carga superficial positiva de +10,3 mV. O menor tamanho e o maior potencial zeta do CPE sdo
fatores importantes para a estabilidade da particula, e aplicagdes bioldgicas. Em adigdo, os
complexos polieletroliticos foram caracterizados por FT-IR, evidenciando a coordenagdo axial
do zinco da ftalocianina com os grupos carboxilato do PAIm-12.

As propriedades fotofisicas da ftalocianina incorporada no CPE foram avaliadas, e
verificou-se que as bandas caracteristicas de absor¢do e de emissao do FS na forma monomérica
estavam presentes. No CPE, o deslocamento de Stokes, Av, para a Zn-Pc foi de 109 cm™,

enquanto em etanol, o Av foi de 223 cm’!. A diferenca observada indica uma mudanca do
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ambiente do FS, indo em encontro com a formagao axial do metal com ligantes presentes no
polimero, em concordancia com as analises de infravermelho. Em adi¢do, o rendimento
quantico de fluorescéncia da Zn-Pc no CPE diminui quase trés vezes em relacdo ao etanol,
enquanto o tempo de vida permaneceu praticamente inalterado.

A capacidade da ftalocianina em gerar EROS em etanol e CPE foi avaliada usando
ABDA como sonda quimica, evidenciando a forma¢ao de EROs. Em etanol, tanto a degradagao
do ABDA como a do FS seguiram modelos cinéticos de 1* ordem, enquanto no CPE tanto a
fotodegradagdo do FS como a do ABDA seguiram modelos com duas etapas consecutivas de
1* ordem. Ensaios usando azida como espécie supressora para oxigénio singlete e DMSO para
radical hidroxia, indicaram que a degradacdo do ABDA ¢ diretamente relacionada a formagao
de oxigénio singlete, enquanto a degradacdo do FS ¢ dependente de radicais *OH. Em adi¢ao,
a formacdo de oxigénio singlete foi mais evidenciada em etanol, enquanto a formagdo das
espécies radicalares aumentou no CPE, sendo que a mudanca observada na geracdo das EROs
pode ser explicada pela formagao de complexos do FS e do CPE.

Os testes bioldgicos indicaram que o CPE foi capaz de reduzir significativamente a
citotoxicidade da ZnPc no escuro, tornando segura sua aplicacio até a concentracio de 2x10°¢
mol L!. Na presenca de luz, o CPE foi capaz de reduzir mais da metade da quantidade de células
de melanoma em uma unica aplicacdo do tratamento, na mesma concentra¢cdo mencionada.

De maneira geral, os resultados obtidos sugerem a obten¢do de CPE capaz de
solubilizar a ZnPc, e a formag¢do de coordenagdo axial do zinco ao grupo carboxilato do
polimero, levando a modificacdes nas propriedades fotofisicas de interesse para aplicagdes
fotodindmicas como o rendimento quantico de fluorescéncia, rendimento de

fotobranqueamento, e geragao de espécies reativas de oxigénio.
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CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

A presente Tese de doutorado abordou a sintese, caracterizagdo e aplicacao biologica
in vitro de dois sistemas planejados para encapsulamento de FS e aplicacdo em fototerapias
para o tratamento de cancer. O primeiro sistema, um conjugado obtido a partir do emprego de
nanoparticulas de ouro anidnicas eletrostaticamente combinadas ao FS AM e recobertas com o
polimero HTTC, HTCC-AM-AuNPs, e o segundo, um CPE obtido a partir da combinagao dos
polieletrolitos BioTMC e PAIm-12, para solubilizagao do FS ZnPc, PAIm-12-ZnPc-BioTMC.
De forma geral, ambos os sistemas apresentaram pequeno tamanho (~150 nm e 100 nm,
respectivamente) o que os torna compativeis com direcionamento passivo por efeito EPR. Além
disso, a biotina presente no CPE pode apresentar a capacidade de direcionamento ativo através
do mesmo efeito, o que poderd ser alvo de investigacao em futuros estudos in vivo. Ambos os
sistemas também apresentaram potencial Zeta positivo, o que contribui para a estabilidade dos
mesmos em meio aquoso.

E importante citar, também, que apesar da reducio de algumas das propriedades
fotofisicas dos FS uma vez encapsulados — como ¢r, por exemplo — as espécies fotoativadas se
mostraram capazes de produzir EROs em quantidade suficiente para promover dano celular
consideravel a células de cancer, assim como foi observado através dos testes biologicos in
vitro. No caso do conjugado HTCC-AM-AuNPs, testado contra células de cancer de mama
MDA-MB231, o AM apresentou mesmo efeito citotoxico em relagdo aquele apresentado por
sua forma livre, ainda que este tenha apresentado uma maior capacidade de geracdo de EROs
do que aquele. Isso se explica, provavelmente, pela combinacdo entre AuNPs-FS, em que as
nanoparticulas contribuiram para elevar o efeito terapéutico do FS. Além disso, o recobrimento
com a camada polimérica de HTCC contribuiu para a redugao da toxicidade do AM no escuro,
caracteristica essencial para futuras aplicagdo in vivo. Para o CPE, testado contra células de
melanoma B16F10, a aplicagio do escuro se mostrou segura até a concentragio de 2x10° mol
L', sendo que, mediante iluminac3o, esta concentragdo foi capaz de reduzir cerca de 55% da
viabilidade celular.

Em suma, os dois sistemas propostos apresentaram propriedades fotoquimicas e
fototerapeuticas interessantes, mostrando-se promissores para futuras aplicagdes biologicas in

vivo, tema que ainda deve ser estudado.
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APENDICE A - DADOS EXPERIMENTAIS DE VISCOSIDADE DA
QUITOSANA

Tabela A 1 — Dados experimentais obtidos no experimento de viscosidade intrinseca da
quitosana em uma solucdo aquosa contendo 4cido acético 0,3 mol L e acetato de sodio 0,2
mol L.

Concentracio

de Quitosana Densidade n Nrel Mesp MNred
g mL! g mL! mPa s! - - mL g!

0 1,00342 1,0919 1 0 -

1,0x10* 1,00342 1,1561 1,05880 0,05880 587,96
2,0x10 1,00342 1,2353 1,13133 0,13133 656,65
3,0x10* 1,00348 1,3321 1,21998 0,21998 733,27
4,0x10 1,00349 1,4309 1,31047 0,31047 776,17
5,0x10* 1,00357 1,5500 1,41954 0,41954 839,09
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APENDICE B — ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DA QUITOSANA

Figura B 1 — Espectro de infravermelho da quitosana (400-4000 cm) empregado na
caracterizagdo e no calculo do GDrr-.r. As bandas destacadas em 3300 e 1420 cm™ sdo
representativas dos mondmeros desacetilados da quitosana, ao passo que a banda em 1320 cm”
! representa 0 mondmero acetilado.
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Figura B 2 — Destaque do infravermelho da quitosana plotado em absorbancia, na regido de
interesse dos picos em 1324 cm™! e 1424 cm! e suas respectivas éreas, utilizadas para calcular

0 GDrr.1r pela Equagao 7.
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Figura B 3. Espectros de absor¢do infravermelho da quitosana e da TMC, em ampliagdo.
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APENDICE C - COEFICIENTE DE ABSORCAO MOLAR DAS AUNPS

Figura C 1 — (a) Espectros de absor¢ao de UV-Vis e (b) Curva de calibragao para determinagao
de € de AuNPs em agua, 25 °C.
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APENDICE D — COEFICIENTE DE ABSORCAO MOLAR DO
CONJUGADO HTCC-AM-AUNPS

Figura D 1 — (a) Espectros de absor¢ao de UV-Vis do HTCC-AM-AuNPs em agua, as
concentragdes do conjugado variam de 0 a 3,9x107!' mol L. (b) Regressio linear para

determinagdo do entcc-am-aunps, €m agua, 25 °C.
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APENDICE E — COEFICIENTE DE ABSORCAO MOLAR DA ZNPC EM
ETANOL E EM AGUA

Figura E 1 — (a) Espectros de absor¢do de UV-Vis da ZnPc em etanol, em diferentes
concentracdes (0 a 4,53x10° mol L!). Os comprimentos de onda de maxima absorg¢io de luz,
bem como as bancas as quais correspondem estdo destacados. (b) Regressdo linear para a
determinagdo do €znpc,etanol €M 664 nm. (¢) Regressao linear para a determinagao do €zapc etanol

em 605 nm.
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Figura E 2 — (a) Espectros de absor¢do de UV-Vis da ZnPc em &4gua, em diferentes
concentragdes (0 a 3,60x10”° mol L!). O comprimento de onda de méaxima absor¢do de luz

ocorre em 615 nm. (b) Regressdo linear para a determinacdo do €znpc agua €m 615 nm.
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APENDICE F — CURVAS DE TITULACAO POTENCIOMETRICA PARA

PAIM E PAIM-12

Figura F 1 — Curvas de titulagdo potenciométrica para o PAIm (a) e para o PAIm-12 (b). O
ntimero de mols de polimero titulado foi de 1x10™* mol, equivalente a 28 mg para o PAIm e 45
mg para o PAIm-12. Solugio titulante empregada - KOH 0,085 mol L™!, 25 °C.
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APENDICE G - PERFIS DE EMISSAO DE FLUORESCENCIA DO PIRENO

EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE PAIM-12

Figura G 1 — Perfis de emissdo de fluorescéncia de pireno em titulagdo com PAIm-12 em (a)
pH 2,5; (b) pH 5,5 (Tampao Bis-Tris 0,1 mol L") e (¢) pH 9,0 (Tampdo Tris 0,1 mol L1).
[pireno] = 5x107 mol L.
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ANEXO A - CARACTERISTICAS DA FONTE DE EMISSAO DE LUZ
BRANCA “QUENTE” — SISTEMA LED IN VITRO K1490_M006

184

Figura AA 1 — (a) Irradiancia espectral do sistema de LED in vitro, modelo K1490 MO006, luz

branca. (b) Curva de calibragdo de irradiancia versus porcentagem de PWM.
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