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RESUMO

A terapia fotodinamica (TFD) é uma estratégia terapéutica baseada na associagéo
entre fotossensibilizador (FS), luz e oxigénio molecular, resultando na formacéao de
espécies reativas capazes de induzir danos celulares. Entretanto, sua eficiéncia pode
ser limitada em tumores solidos devido a hipoxia, caracterizada pela baixa
disponibilidade de O, no microambiente tumoral. Nesse contexto, nanocarreadores
contendo segmentos perfluorados constituem uma estratégia promissora, devido a
capacidade desses dominios de dissolver gases e modular a disponibilidade local de
oxigénio. Neste trabalho, foram desenvolvidos e caracterizados sistemas micelares a
base de Pluronic® F127 modificado com cadeias perfluoradas (F127-PFC), visando a
incorporagao de rosa de bengala (RB) como FS. Para comparacgao, foi avaliado o
copolimero analogo nao fluorado F127-OA. Os copolimeros foram caracterizados por
FTIR, RMN, TGA/DTG e DSC, enquanto as formulacdes micelares foram avaliadas
quanto as propriedades coloidais, interacao com a RB, eficiéncia de encapsulamento,
geracao indireta de oxigénio singleto e oxigénio dissolvido. As caracterizagoes
estruturais indicaram a preservacdo da matriz do Pluronic® F127 e corroboraram a
presencga dos grupos introduzidos nos copolimeros modificados. As analises térmicas
mostraram comportamento semelhante entre F127-OA e F127-PFC. As formulagbes
apresentaram agregados nanomeétricos em meio aquoso, embora com ampla
distribuicao de tamanhos, e elevada eficiéncia de encapsulamento da RB, superior a
90%. Os estudos espectroscopicos e fotofisicos indicaram que a RB permaneceu
incorporada e fotoquimicamente ativa nos sistemas micelares, mantendo a
capacidade de gerar oxigénio singleto no ensaio indireto com ABDA. O sistema
perfluorado apresentou menor fotodegradagdo do FS e tendéncia a maior
incorporagao de oxigénio dissolvido apds agitagdo. Assim, os resultados indicam que
o F127-PFC modifica o microambiente micelar e apresenta potencial como plataforma
a ser otimizada para aplicagbes em TFD, especialmente em condi¢des hipdxicas.

Palavras-chave: terapia fotodindmica, hipdxia tumoral, Pluronic® F127,

perfluorocarbonos, rosa de bengala, oxigénio singleto.
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1. INTRODUGAO

O céancer permanece como um dos principais desafios clinicos, sociais e
cientificos da atualidade, tanto pela elevada incidéncia quanto pela complexidade dos
mecanismos envolvidos na progressao tumoral e na resposta terapéutica. Em escala
global, as estimativas indicam aproximadamente 35,3 milhdes de novos casos e cerca
de 18,5 milhdes de mortes por cancer até o ano de 2050 em razédo do crescimento
populacional, envelhecimento e desigualdades no acesso a prevengao, ao diagndstico
e ao tratamento.! No Brasil, a estimativa do Instituto Nacional do Cancer (INCA) para
o triénio de 2026-2028 aponta aproximadamente 781 mil novos casos por ano, ou
cerca de 518 mil quando excluidos os tumores de pele ndo melanoma, evidenciando
que a busca por estratégias terapéuticas complementares, mais seletivas e menos
invasivas continua sendo uma pauta atual e relevante para a saude publica.?

Apesar dos avangos nos tratamentos atuais, como radioterapia, quimioterapia,
imunoterapia e terapias-alvo, os tumores sélidos ainda apresentam limitacbes
importantes relacionadas a heterogeneidade celular, a distribuicdo irregular de
farmacos, a toxicidade e ao surgimento de resisténcia ao tratamento. A compreenséao
atual do cancer nédo considera apenas a célula tumoral isolada, mas também o
microambiente no qual ela se desenvolve, incluindo a matriz extracelular, os vasos
sanguineos andmalos, os fibroblastos associados ao cancer, as células imunes, a
disponibilidade de nutrientes, a acidez e a concentragdo de oxigénio.> Nessa
conjuntura, a redugao da disponibilidade de O2 no microambiente tumoral se destaca
como um fator critico, uma vez que essa condigao favorece a adaptacdo metabdlica,
a angiogénese descontrolada, invasao e a resisténcia frente a terapias dependentes
de oxigénio.*

Entre as abordagens investigadas, destaca-se a terapia fotodinamica (TFD),
que surge nesse cenario como um tratamento localizado, baseado na combinagao
entre um fotossensibilizador (FS), luz em um comprimento de onda compativel com a
absorgdo do FS e oxigénio molecular (302). Apds a absorgdo da luz, o FS pode
alcancar estados eletronicamente excitados que participam de processos de
transferéncia de energia, elétrons ou prétons, formando espécies reativas de oxigénio
(EROs) capazes de oxidar lipidios, proteinas, acidos nucleicos e outros componentes
celulares.® A possibilidade de controlar espacialmente a irradiacao de luz confere a

TFD uma vantagem relevante em relagdo a outros tratamentos convencionais. Nao
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obstante, a dependéncia de oxigénio também representa uma limitagao da terapia
frente a tumores hipdxicos, especialmente quando a resposta fotodinamica depende
majoritariamente da formagao de oxigénio singleto ('0z2).6

A eficiéncia da TFD resulta da integracéo entre as propriedades fotofisicas do
FS, sua localizagdo, a disponibilidade de oxigénio, a penetragcdo da luz e as
caracteristicas do microambiente em que o sistema se encontra. Por isso,
nanocarreadores tém sido amplamente investigados como plataformas capazes de
modular paréametros associados a eficiéncia terapéutica, visando melhorar a
solubilidade, a estabilidade e a distribuicdo do FS.” Entre os sistemas, as micelas
formadas por copolimeros anfifilicos sdo de particular interesse, ja que podem
incorporar as moléculas organicas em dominios menos polares e, ao mesmo tempo,
manter as dispersdes coloidais em meio aquoso.?

O Pluronic® F127, também comercializado como poloxamero 407, € um
copolimero tribloco do tipo PEO-PPO-PEO (poli(6xido de etileno)-poli(6xido de
propileno)-poli(éxido de etileno)) amplamente empregado em sistemas de entrega por
apresentar carater anfifilico e baixa toxicidade.® Modificagcdes em sua estrutura
permitem ajustar a estabilidade das micelas, a interacdo com as moléculas
incorporadas e, no caso de segmentos fluorados, podem influenciar na disponibilidade
local de O2. No caso da TFD em ambientes hipdxicos, a introducado de segmentos
perfluorados € uma estratégia de interesse, porquanto perfluorocarbonos (PFCs)
apresentam elevada capacidade de dissolugdo fisica de gases e podem atuar como
reservatérios de O2 em estruturas adequadas.®

No contexto do presente trabalho, o Pluronic® F127 foi utilizado como base
para a obtengdo de dois copolimeros modificados, o F127-OA, contendo a cadeia
octanoila ndo fluorada como controle, e o F127-PFC, contendo o segmento
perfluorado. A presenca do analogo nao fluorado permite avaliar, de forma
comparativa, os efeitos associados a introdu¢cdo do dominio fluorado. A RB foi
selecionada como FS, sendo um corante xanténico halogenado com absorgéo intensa
na regido do visivel (Amax * 550 nm em meio aquoso),'® caracteristica compativel com
processos de fotoativagdo na TFD.'" Desse modo, o presente trabalho propde
sintetizar, caracterizar e avaliar sistemas micelares baseados em F127-OA e F127-
PFC contendo RB para comparar como a natureza da modificacado influencia as
propriedades estruturais, coloidais, espectroscépicas e fotodinAmicas em meio

aquoso, atentando-se principalmente a dissolugao de oxigénio.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer e o microambiente tumoral

O céncer corresponde a um conjunto de mais de cem doengas caracterizadas
por proliferacéo celular desregulada, evaséo de mecanismos de controle, capacidade
de invasdo e, em muitos casos, metastase.® As capacidades funcionais do cancer
constituem um conjunto de caracteristicas adquiridas ao longo da transformagéao
neoplasica, permitindo que células tumorais sustentem proliferagdo, resistam a
mecanismos supressores, evitem morte celular, promovam angiogénese, invadam
tecidos e interajam de maneira dindmica com o microambiente tumoral.’> Esse
conjunto de caracteristicas evidencia que, na pratica, o tumor € um tecido dinamico,
heterogéneo e com um microambiente distinto daquele observado em tecidos
normais.

No contexto do microambiente tumoral, a progressdo da doenga envolve uma
interacdo continua entre células neoplasicas, matriz extracelular, fibroblastos
associados ao cancer, células endoteliais, pericitos e outros componentes celulares e
ndo celulares.'? Essa rede de interagbes provoca alteragdes na disponibilidade de
oxigénio, pH, nutrientes e presséao intersticial e, como consequéncia, diferentes
regides de um mesmo tumor podem apresentar ambientes distintos. Uma regiéo
proxima aos vasos sanguineos pode receber maior aporte de oxigénio e nutrientes,
enquanto areas mais distantes de vasos funcionais ou sujeitas a compressao vascular
podem apresentar menor aporte de oxigénio e nutrientes, acumulo de metabdlitos
acidos e hipoxia.*"13

A angiogénese, que é a formagao de novos vasos sanguineos a partir de vasos
existentes, pode ser induzida pelo tumor, o que resulta em vasos tortuosos,
permeaveis e dilatados. Essa vasculatura hiperpermeavel pode favorecer a
extravasacgao e retengdo de macromoléculas no tecido tumoral, fenébmeno conhecido
como efeito de permeabilidade e retengdo aumentadas (Efeito EPR).' Todavia, essa
arquitetura anébmala também esta associada ao fluxo sanguineo irregular, ao aumento
da pressao intersticial, as regides de estase e compressdo vascular, reduzindo o
fornecimento homogéneo de oxigénio. Desse modo, o tumor pode simultaneamente
ser mais permissivo a extravasacdo de macromoléculas e menos eficiente na

distribuigdo uniforme de oxigénio.'®
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2.1.1 Hipéxia tumoral

A hipdxia € uma condigédo na qual a disponibilidade de oxigénio em um tecido
€ inferior a demanda necessaria para manter o metabolismo local. Nos tumores
sélidos, essa condi¢ao esta associada a redugao da pressao parcial de oxigénio (pO2)
em relagdo a tecidos normais. Embora os valores possam variar conforme o tipo
tumoral, o método de medida e a regido analisada, a hipéxia tumoral é frequentemente
associada a valores de pO:2 inferiores a aproximadamente 10 mmHg, enquanto muitos
tecidos normais apresentam valores médios mais elevados, geralmente na faixa de
40 a 60 mmHg. Tal reducao pode ocorrer por difusdo limitada, quando as células estéo
afastadas de vasos sanguineos funcionais, ou por limitagdo da perfusdo, quando o
fluxo sanguineo é irregular ou insuficiente. Em ambos os casos, a distribuicdo de O2
torna-se heterogénea, formando gradientes espaciais e temporais no interior da
massa tumoral.’®

A resposta celular a hipdxia € mediada principalmente por fatores induzidos por
hipdxia, especialmente o fator HIF-1, conforme representado na Figura 1. O HIF-1 é
um fator de transcricao heterodimérico composto por duas subunidades: HIF-1a, cuja
estabilidade ¢é regulada pela disponibilidade de oxigénio, e HIF-13 (também
denominado ARNT - Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator), que é
expressa de forma continua na célula independente dos niveis de oxigénio. Em
condigbdes normoxicas, a subunidade HIF-1a € hidroxilada por enzimas prolil-
hidroxilases dependentes de O2, favorecendo seu reconhecimento pelo complexo
associado a proteina de von Hippel-Lindau e sua posterior degradagao proteossamal.
Ja em hipdxia, a reducdo da disponibilidade de oxigénio limita esse processo de
hidroxilagdo, permitindo a estabilizacdo do HIF-1a, sua translocagao para o nucleo,
dimerizagdo com HIF-1B e ativacdo de genes associados a adaptacao celular,
incluindo angiogénese, metabolismo glicolitico, sobrevivéncia e regulacdo do pH.
Dessa forma, a hipdxia atua como uma presséo seletiva no microambiente tumoral,

favorecendo fenotipos mais agressivos, invasivos e resistentes a terapia.'”18

Figura 1. Representagdo esquematica da hipéxia em um tumor sélido, evidenciando
regides centrais com menor disponibilidade de O..
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Fonte: Elaborado a partir dos conceitos de Basheeruddin e Qausain.'” Criado

utilizando BioRender.com

A acidez também é uma caracteristica relevante de muitos tumores solidos, ja
que o metabolismo favorece a atividade glicolitica mesmo na presenga de oxigénio,
fenébmeno conhecido como efeito Warburg.'® A produgdo de lactato contribui para
reduzir o pH extracelular tumoral, que frequentemente se encontra em valores mais
acidos, aproximadamente na faixa de 6,5 a 6,9, enquanto tecidos normais apresentam
pH extracelular mais préximo da neutralidade fisioldgica, em torno de 7,2 a 7,4.2° A
acidez e a hipoxia estao frequentemente associadas, ja que a baixa disponibilidade
de oxigénio estimula rotas glicoliticas e aumenta a produgao de lactato, portanto, tais
fatores influenciam diretamente a permeabilidade e principalmente a resposta
terapéutica. Para a TFD, principalmente para os casos em que a geragéo de 'Oz é a
rota principal de atuagdo (mecanismo do tipo Il) tais condi¢des se encontram como
fatores limitantes. Dessa forma, mesmo que o FS absorva luz adequadamente, nesse

microambiente tumoral a eficiéncia fotodindmica pode ser reduzida.?'

2.2 Terapia fotodinamica

A TFD é uma modalidade terapéutica baseada na associag¢ao entre um FS, luz
e oxigénio molecular. A etapa inicial é a absorgdo da radiagao eletromagnética pelo

FS. Essa absor¢ao acontece quando a energia do féton coincide com a diferenga de
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energia entre estados eletrbnicos permitidos dessa molécula. Geralmente, os
cromoforos apresentam sistemas de ligagbes duplas conjugadas. Esses sistemas
permitem transi¢cdes eletrdnicas tipo m—1* ou n—1*. A conjugacéo reduz a diferenga
energética entre orbitais ocupados e desocupados. Como consequéncia, a absorgéo
€ deslocada para maiores comprimentos de onda, frequentemente na regido do
visivel, essa caracteristica torna esses compostos FS desejaveis por fontes de luz
visivel e adequados para a TFD.?

As transicdoes n-1* sdo relevantes em moléculas que possuem heteroatomos
com pares de elétrons nao ligantes, como oxigénio, nitrogénio e/ou halogénios.
Nessas moléculas, a absorgdo de luz pode envolver a promogao de elétrons de
orbitais n&o ligantes para orbitais Tm* do sistema conjugado. A posi¢ao e a intensidade
das bandas de absorgdo, entretanto, ndo dependem apenas da estrutura do
cromoforo, mas também do solvente, do pH, da polaridade do microambiente e de
interacdes especificas, incluindo a agregagao molecular ou associagao com sistemas
organizados, como micelas. Apds a absor¢ao da luz, o FS é promovido de um estado
fundamental singleto (So) para um estado excitado singleto (S1). Esse estado é
formado por um periodo extremamente curto e pode liberar a energia absorvida por
diferentes meios. A Figura 2 representa o diagrama de Jablonski, apontando as
possiveis transicoes eletrbnicas em uma mesma molécula, sendo por meios nao
radiativos, sofrendo conversao interna (Cl) e relaxamento vibracional (RV), ou por
meios radiativos, como fluorescéncia ou, e em casos de cruzamento intersistemas

(CIS), fosforescéncia.???

Figura 2. Diagrama de Jablonski.
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Fonte: Elaborado a partir dos conceitos de Frackowiak.?*

O CIS ¢é uma transicdo isoenergética entre estados eletrébnicos de
multiplicidades diferentes, ocorrendo, por exemplo, de um estado singleto excitado S+
para um estado tripleto T+1. Essa transigao de multiplicidade envolve a inversao de spin
e é proibida por regras de selegdo. Contudo, ha algumas moléculas nas quais ocorre
0 acoplamento spin-6rbita devido a presenca de atomos de maior numero atémico, tal
comportamento “mistura” parcialmente o carater dos estados eletrénicos, o que faz
com que nessas moléculas o CIS se torne possivel.?® Tal efeito também pode ser
chamado de efeito do atomo pesado devido a presenca de atomos de maior nimero
atébmico. Para cromdforos halogenados, a presenga do halogénio pode também servir
como atomo pesado para a CIS da molécula, favorecendo o aumento da populacao
do estado tripleto.2627

A partir do estado tripleto, o FS pode seguir dois mecanismos. No mecanismo
tipo |, ocorre a transferéncia de elétrons entre o FS e substratos préximos, gerando
assim espécies radicalares, esses radicais podem reagir com o oxigénio formando
espécies como anion superoxido, peroxido de hidrogénio e radicais hidroxila.?® Ja no
mecanismo tipo Il, a energia é transferida diretamente do FS no estado T1 para o 30»,
gerando oxigénio singleto, '0O2, uma espécie altamente reativa e citotoxica.?®> Ambos
0s mecanismos podem ocorrer simultaneamente, entretanto o 'O2 apresenta curto
tempo de vida por ser tao reativo e, consequentemente, possui uma distancia de

difusdo bastante limitada, o que torna a localizagdo de sua geracao de suma
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importancia, pois para a TFD é necessario avaliar se o FS esta localizado onde o 302
consegue acessa-lo de maneira eficiente.??23

A TFD é vantajosa em relagao ao tratamento de cancer, pois pode apresentar
seletividade espacial e temporal, ja que a ativacdo depende da iluminagéo localizada
do FS.?% Apesar disso, ela também apresenta desafios para sua eficacia, sendo uma
delas a penetragao da luz no tecido, ja que comprimentos de onda na regiao do azul
e do verde s&o mais absorvidos e espalhados por componentes biolégicos, enquanto
a regido do vermelho tende a apresentar maior penetragio.?® Por conseguinte, FSs
de menor penetracdo podem ser adequados para aplicacbes mais superficiais,
enquanto para tumores profundos ¢é ideal a absorgdo proxima da janela terapéutica
(600-800 nm).?22° Qutros fatores também devem ser observados, como o
fotobranquamento, resultado de reagdes ndo desejaveis do FS excitado que
acarretam na perda da eficiéncia fotodindmica®C. Em alguns sistemas a agregacao
das moléculas de FS pode favorecer a desativagao nao radiativa e reduzir o tempo de
vida de estados excitados.?®3! E, por fim, a disponibilidade de Oz, ja que a terapia
necessita do consumo dessa espécie para a ocorréncia do mecanismo tipo I,
desejavel para o tratamento. Nesse cenario, em ambientes hipdxicos esse se torna o

maior desafio a ser enfrentado para a eficiéncia terapéutica.?®

2.3 Fotossensibilizadores

Um FS adequado para a TFD deve apresentar baixa toxicidade no escuro,
absorcao eficiente em um comprimento de onda apropriado, boa rendimento quantico
do estado tripleto e uma capacidade de gerar EROs apods fotoativagdo.?® FS de
primeira geragado, como os derivados hematoporfirinicos, foram fundamentais para
consolidar a TFD, porém apresentavam absorgao limitada, enquanto os de segunda
geracdao buscaram estruturas e propriedades fotoquimicas e fotofisicas mais
favoraveis.3? Ja os de terceira geragéo envolvem FSs associados a sistemas capazes
de aumentar a seletividade e melhorar o controle do microambiente.3® Dentre as

diferentes classes investigadas, destacam-se os corantes xanténicos.

2.3.1 Corantes xanténicos e Rosa de Bengala
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Os corantes xanténicos constituem uma classe de cromoforos que inclui
fluoresceina, eosina, eritrosina e a rosa de bengala sao representados na Figura 3. O
nucleo xanténico fornece o sistema 1 conjugado capaz de absorver luz na regido do
visivel. Substituintes halogenados modulam as propriedades eletrbnicas, com o
favorecimento do CIS por motivos previamente abordados. Tais caracteristicas
justificam o interesse dos xantenos como FS.343%

ARB (2,4,5,7- tetraiodo-3,4",5°,6 "-tetraclorofluoresceina) € um desses corantes
xanténicos halogenados, usualmente empregado como sal dissédico’!, vista na
Figura 3, que contém atomos de iodo no nucleo xanténico e atomos de cloro no anel
benzoico. Dessarte, a RB é reconhecida por sua capacidade de geragdo de '02."
Além do uso para a TFD, a RB também possui histérico de aplicagao oftalmoldgica,
sendo aprovada como corante para a avaliagao de alteracdes na superficie ocular, o
que reforga sua relevancia clinica.®%3” A RB apresenta absorgdo na regido do verde,
com maxima absorgdo aproximadamente em 560 nm.3® Embora essa regido
apresente menor penetracao tecidual da luz do que comprimentos de onda no

vermelho, ela é adequada para sistemas em que a localizacado do FS é favorecida.

Figura 3. Representacao esquematica para alguns xantenos em pH fisiolégico.

Corante Y
Fluoresceina H H
Eosina Br H
Eritrosina | H
Rosa de Bengala | Cl

Fonte: Adaptado de Mchedlov-Petrossyan et al.3° e Doring.*°

As propriedades da RB dependem de sua forma protolitica e tautomérica,
Figura 4. Na literatura sdo descritos equilibrios entre espécies catidnicas (CAT),
neutras, monoaniénicas e dianibnicas (DA). Para a forma neutra existem trés
possiveis formas tautdméricas, sendo elas: lactona (NEL), quindide (NEQ) e
zwitteribnica (NEZ). De forma semelhante, a espécie monoanibnica pode existir na

forma de dois tautébmeros: carboxilato (MAC) ou fenolato (MAF). Em pH fisiolégico, a
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forma dianiénica tende a predominar, enquanto em meios acidos, a distribuicdo de

espécies se altera, modificando assim os possiveis comportamentos fotossensiveis.

Figura 4. Espécies protoliticas e equilibrios tautoméricos propostos para a Rosa de
Bengala. Onde: CAT (cationica); NEZ (zwitteridnica); NEQ (quindide); NEL (lactona);
MAC (monoanidnica carboxilato); MAF (monoanibnica fenolato); DA (dianibnica). As
constantes KZ-Q, KQ-L e KM representam, respectivamente, os equilibrios
tautoméricos NEZ = NEQ, NEQ = NEL e MAC = MAF.

Fonte: Adaptado de Mchedlov-Petrossyan et al 3° e Doring.*° Criado utilizando ChemDraw
Ultra.

Esse ponto € particularmente importante, pois, para alguns sistemas de entrega
de farmacos, ‘verbi gratia’, micelas poliméricas, ja que a RB por ser anidnica, pode

permanecer no meio aquoso e interagir com a parte da corona micelar.343%
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2.4 Sistemas de entrega de farmacos

Sistemas de entrega de farmacos sdo empregados para modificar a forma
como uma molécula interage com o meio biologico. Para a TFD, esses sistemas sao
essenciais, pois muitos FS apresentam baixa solubilidade em meio aquoso, tendéncia
a agregacdo, dentre outros fatores conflituosos.*’ Entre as plataformas mais
investigadas estdo lipossomas, nanoparticulas inorganicas, dendrimeros,
nanoemulsbes, hidrogéis e micelas poliméricas.*? Lipossomas s&do vesiculas
formadas por bicamadas lipidicas e séo uteis para incorporar moléculas hidrofilicas
no compartimento aquoso e moléculas hidrofébicas na bicamada.*34* Nanoparticulas
inorganicas podem introduzir propriedades O&pticas, magnéticas e cataliticas.3®
Nanoemulsdes permitem carregar fases oleosas dispersas em agua.*® E micelas
poliméricas, por sua vez, incorporam moléculas organicas em dominios hidrofébicos,
mantendo a dispersao coloidal em meio aquoso.4®

A escolha do sistema de entrega deve considerar os componentes envolvidos,
no caso de FSs, o objetivo é tanto carregar a molécula quanto preservar suas
atividades fotofisicas. Assim, o nanocarreador deve reduzir a agregacao indesejada,
manter a estabilidade e oferecer protecao contra o fotobranqueamento em diluigao,
permitindo proximidade adequada entre FS e O2. Destarte, as micelas poliméricas se

destacam e tornam-se um sistema de interesse para o sistema proposto.

2.4.1 Micelas poliméricas

Micelas poliméricas sado formadas pela auto-organizagdo de moléculas
anfifilicas em meio aquoso, a forgca motriz envolve a redug¢ao do contato de segmentos
hidrofébicos com a agua, acompanhada pela hidratacdo de segmentos hidrofilicos
expostos ao meio.*” Para polimeros, a formacao das micelas € uma consequéncia do
equilibrio entre contribuicbes entalpicas e entropicas, incluindo hidratagao,
desidratacao, interacbes entre o polimero e o solvente e o empacotamento de
cadeias.*8

Para a formacgao das micelas no meio aquoso, é necessario que o polimero
atinja uma concentragéao micelar critica (CMC). Abaixo da CMC, predominam cadeias

isoladas ou agregados pouco definidos, acima dela, a formagao de micelas passa a
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ser significativa. No caso de copolimeros, a transi¢ao pode ser menos abrupta do que
em surfactantes de baixa massa molar, ocorrendo em uma faixa de concentracao e
temperatura, por isso, a CMC deve ser interpretada como uma estimativa operacional
dependente do método empregado.*® A escolha do copolimero também deve atender
aos critérios desejaveis para a formagao das micelas, carreamento do FS e também

possuir biocompatibilidade.
2.5 Polimeros biocompativeis: Pluronic® F127

O Pluronic® F127, ou poloxamero 407, € um copolimero tribloco n&o iénico do
tipo PEO-PPO-PEOQO. Os blocos de PEO (poli(6xido de etileno)) apresentam carater
mais hidrofilico enquanto o bloco de PPO (poli(6xido de propileno)) possui carater
mais hidrofébico. Tal assimetria de afinidade em meio aquoso permite a formacéao de

micelas com nucleo rico em PPO e uma corona hidratada de PEQ.48

Figura 5. Estrutura do polimero Pluronic® F127 com as cadeias de PEO e PPO.

HO O O © H
CHj
PEQO 9 PPO 69 PEQ %

Fonte: Adaptado de De Freitas et al.?®

Em baixas concentracgdes e/ou temperaturas, as cadeias tendem a permanecer
mais dispersas. Com o aumento da concentracédo, ocorre a desidratacdo do bloco
PPO, o que favorece a associagao entre segmentos hidrofébicos e, por consequéncia,
a formacdo de micelas.*®®® Em concentragbes suficientemente elevadas, podem
ocorrer até a formagéao de géis fisicos.?' O F127 também consta em bases regulatérias
de ingredientes inativos da FDA (Food and Drug Administration) e aparece na
literatura como polimero biocompativel empregado em diferentes formas de
administragdo.3%46:52 Qutra vantagem desse copolimero esta relacionada a sua
arquitetura tribloco, na qual as cadeias PEO podem se organizar na interface

micela/agua, estabilizando a estrutura micelar. Essa organizagao favorece a formacgao
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de micelas em solugdo aquosa e contribui para que a micelizagdo ocorra em

concentragoes relativamente baixas do copolimero.?

Figura 6. Representacao esquematica da micelizagdo do copolimero Pluronic® F127
em meio aquoso apos atingir a CMC a uma dada condigao de temperatura.
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Fonte: Adaptado de Aguilar-Ramirez et al.>* Criado utilizando BioRender.com

2.6 Perfluorocarbonos

Os PFCs sédo compostos em que os atomos de hidrogénio das cadeias
organicas foram substituidos por fluor, a ligagdo C-F apresenta elevada energia de
ligacao (~488 kJ/mol), baixa polarizabilidade e contribui para a estabilidade quimica
desses compostos.®® A superficie fluorada apresenta interagées fracas com a agua e
com cadeias organicas hidrocarbonadas, tal caracteristica concede um carater tanto
hidrofobico quanto lipofdbico para os PFCs.®® Em contrapartida, sua elevada
solubilidade fisica de gases nao decorre de ligagdes quimicas especificas, como é o
caso da coordenagao do O2 na hemoglobina, mas de uma dissolugado molecular por
pressao parcial e fracas interagoes intermoleculares. Em situagdes onde ha diferentes
gradientes de oxigénio, sua liberacdo ocorre onde o ambiente ao redor esta
empobrecido em Oz, o géas dissolvido tende a se difundir para essa regido.®” Tal
principio é relacionado a Lei de Henry, em que a concentragéo dissolvida depende da
pressao parcial do gas e da constante caracteristica do sistema entre o solvente e o

gas.%®
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Figura 7. Transporte de oxigénio por perfluorocarbonos e pela hemoglobina. No caso
do PFC, o0 O2 é transportado por dissolugao fisica e interagdes intermoleculares fracas,
enquanto na hemoglobina o O2 é coordenado reversivelmente ao ferro do grupo heme.

Perfluorocarbonos Hemoglobina

Fonte: Adaptado de Riess.%” Criado utilizando ChemDraw Ultra.

Historicamente, PFCs foram investigados como substitutos sanguineos e
transportadores artificiais de gases. %' Com usos clinicos como o Fluosol® 62,
consequentemente, nas ultimas décadas, o interesse deslocou-se para 0 uso em
nanomedicina, com a fase fluorada podendo ser incorporadas para aplicagdes em
imagem, radioterapia e na TFD para contornar o revés da hipoxia tumoral.3

Estudos com nanogotas, nanoemulsdes e micelas fluoradas demonstram que
PFCs podem contribuir para melhorar respostas fotodinamicas em condicdes
hipdxicas. Hu et al.® analisaram o uso de nanoparticulas perfluoradas capazes de
aumentar niveis de espécies reativas e inibir o crescimento tumoral sob irradiagao.
Também ha outros casos diretamente alinhados ao presente trabalho, com o
desenvolvimento de micelas poliméricas fluoradas para superar a hipéxia e aumentar
a eficacia da TFD, mostrando que a incorporagao de grupos perfluoroalquilicos em
copolimeros anfifilicos pode gerar plataformas para entrega de FS e transporte de
oxigénio.54

Na Figura 8 sao representados de forma esquematica os principais conceitos
discutidos previamente, destacando que o sistema €& dependente da proximidade
entre 0 FS e O2 em um microambiente organizado, uma vez que a geragdo de
espécies reativas apos irradiagdo ¢ limitada pela disponibilidade local de oxigénio.®®
Outro entrave é o curto tempo de vida que o 'O2 apresenta apds sua geragdo por
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transferéncia de energia do FS em T1 para o 302.5667 Além de contribuir para o
carreamento de O2, o ambiente fluorado dos PFCs pode reduzir a desativagdo do 'O2
para o estado fundamental, favorecendo sua persisténcia local e consequentemente,
sua citotoxicidade frente as células tumorais. Day e Sletten ¢ reportaram que o tempo
de vida do oxigénio singleto em ambientes perfluorados pode ser até 1000 vezes

maior do que em agua.

Figura 8. Representagdo conceitual das micelas de F127 modificadas com cadeias
perfluoradas, capazes de carrear simultaneamente Oz dissolvido e RB para o
ambiente hipdxico tumoral. A RB encapsulada é fotoativada apds irradiagao e pode
interagir com o oxigénio molecular, gerando as espécies citotdxicas, especialmente
10..

Fonte: Autor, criado utilizando BioRender.com
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar nanocarreadores micelares a base de Pluronic® F127
funcionalizado com cadeias perfluoradas, visando a incorporagao da rosa de bengala
e ao aumento da disponibilidade de oxigénio molecular em sistemas com potencial

aplicagao em terapia fotodinamica.

3.2 Objetivos Especificos

|. Obter derivados do Pluronic® F127 contendo cadeias octanoila e perfluoradas,

empregando o analogo n&o fluorado como sistema de comparacéo;

II. Avaliar as evidéncias de funcionalizagdo quimica e a influéncia das cadeias

introduzidas sobre as propriedades dos copolimeros;

Ill. Desenvolver formulagcbes micelares contendo rosa de bengala e investigar sua

associacao aos sistemas preparados;

IV. Comparar a influéncia das cadeias octanoila e perfluoradas sobre as propriedades

coloidais e o comportamento espectroscopico e fotofisico das formulacgoes;

V. Investigar a influéncia do segmento perfluorado sobre a disponibilidade de oxigénio

dissolvido e sobre a geragao aparente de oxigénio singleto nas condigdes avaliadas;

VI. Estabelecer procedimentos de seguranca e descarte adequados aos reagentes e

residuos gerados no trabalho.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais e Reagentes

Pluronic® F127, cloroformato de 4-nitrofenila (NPC), etilenodiamina,
trietilamina (TEA), diclorometano (DCM), N,N-dimetilformamida (DMF), cloroférmio,
etanol, tampao fosfato salino (PBS, pH 7,4), sal dissddico de Rosa de Bengala (RB),
acido octanodico, acido perfluorooctandico (PFOA), agua ultrapura e acido 9,10-
antracenodiil-bis(metileno)dimalénico (ABDA) foram empregados nas etapas de
sintese, preparo das micelas e ensaios fotofisicos. Todos os reagentes e solventes
possuem grau analitico, fornecidos pelo Grupo de Pesquisa em Sistemas
Fotodindmicos e Nanotecnologia (Photon) e adquiridos dos fornecedores Sigma-
Aldrich/Merck.

4.2 Sintese do Copolimero Fluorado (F127-PFC)

A modificagdo do copolimero tribloco F127 segue uma sequéncia de reagdes

representadas na Figura 9.

Figura 9. Rota sintética para obtencao do polimero modificado F127-PFC.
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Fonte: Autor, criado utilizando ChemDraw Ultra 12.0.

Inicialmente, o Pluronic® F127 foi funcionalizado com cloroformato de
nitrofenila (NPC) para obtencdo do intermediario NPC-F127. Para isso, o F127 foi
solubilizado em diclorometano, na presenca de TEA, e reagido com NPC sob
agitacdo. Apos a reacdo, o produto foi purificado por dialise para remocgao de
reagentes n&o reagidos e subprodutos de baixa massa molar. Em seguida, o NPC-
F127 foi dissolvido em CH,CI, e reagido com etilenodiamina, visando a substituigao
do grupo nitrofenil carbonato e a obtencao do intermediario aminado NH,-F127. Apds
nova etapa de purificagdo, o intermediario NH,-F127 foi empregado na etapa de
modificagdo com cloreto de perfluorooctanoila, derivado ativado do acido
perfluorooctanoico.

A etapa seguinte consistiu na obteng¢ao do produto final F127-PFC, a partir da
reacao entre o NH,-F127 e o cloreto de perfluorooctanoila. Para isso, 1 mmol de NH,-
F127 e 2 mmol de TEA foram solubilizados em 15 mL de DMF anidro. Em seguida, foi
adicionada, gota a gota, uma solugdo contendo 2 mmol de cloreto de
perfluorooctanoila em 5 mL de DMF anidro. A mistura foi mantida sob agitacdo a 70
°C por 48 h. Apds esse periodo, a solucao foi transferida para uma membrana de
dialise com MWCO de 3500 Da e dialisada contra agua pura, a temperatura ambiente,
por 48 h. O produto final, F127-PFC, foi obtido por liofilizagao.

O cloreto de perfluorooctanoila corresponde a forma ativada do &cido
perfluorooctanoico, uma vez que a substituicdo do grupo hidroxila do acido pelo
cloreto origina um derivado de acila mais reativo. Seu carbono carbonilico apresenta
elevada suscetibilidade ao ataque nucleofilico da amina terminal do NH,-F127. A
reagao ocorre por substituicdo nucleofilica acilica, envolvendo a formacdo de um
intermediario tetraédrico e a posterior eliminagcdo do ion cloreto, resultando na
formacao da ligagdo amida. A trietilamina atua como base e sequestrante do HCI
formado durante a reacdo, reduzindo a protonacdo da amina nucleofilica e

favorecendo a obtencao do produto funcionalizado.

4.3 Sintese do Copolimero Nao Fluorado (F127-OA)

O copolimero F127-OA foi preparado de forma analoga ao F127-PFC,

utilizando-se uma cadeia octanoila como substituinte hidrofébico nao fluorado. Dessa
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forma, o F127-OA foi empregado como controle estrutural para diferenciar efeitos
associados a hidrofobizacdo do polimero daqueles especificamente relacionados a
presenga de segmentos perfluorados. Apds a reagao, o produto foi purificado por

dialise e obtido na forma sélida por liofilizag&o.

4.4 Caracterizagao dos Copolimeros Sintetizados

4.4.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de IV do F127-OA e F127-PFC foram obtidos no equipamento
Alpha - Bruker, disponivel na Central de Analises do Departamento de Quimica da
UFSC. As amostras sélidas foram analisadas diretamente, e os espectros foram
utilizados para investigar bandas associadas a matriz do Pluronic® F127, as
carbonilas introduzidas durante a funcionalizagao e, no caso do F127-PFC, as regides

compativeis com estiramentos C-F.

4.4.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As amostras de F127-OA e F127-PFC foram dissolvidas em CDCIs e
transferidas para tubos de RMN de 5 mm. Os espectros foram obtidos em
espectrémetro de 400 MHz disponivel na Central de Analises do Departamento de
Quimica da UFSC. Para o F127-PFC, além do 'H RMN, o 'F RMN foi avaliado para
detectar presenca do segmento perfluorado. Os dados foram processados pelo

software MestReNova.

4.4.3 Anadlise Termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica dos copolimeros F127-OA e F127-PFC foi avaliada por
analise termogravimétrica (TGA) e sua primeira derivada (DTG) no Laboratério de
Analises Térmica do Departamento de Quimica da UFSC utilizando o equipamento
DTG-60H - Shimadzu. As analises foram realizadas em atmosfera de nitrogénio, com
fluxo de 50 mL/min, taxa de aquecimento de 10 °C/min e aquecimento de 25 °C até
700 °C. Os parametros extraidos incluiram temperaturas de perda de massa de 2, 5,

10 e 50%, temperatura de maxima taxa de degradacgao e o residuo final.
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4.4.4 Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC)

As propriedades térmicas dos copolimeros F127-OA e F127-PFC foram
avaliadas por DSC em equipamento da TA Instruments Q2000, disponivel no
Laboratdrio de Analises Térmica do Departamento de Quimica da UFSC. As amostras
sélidas foram acondicionadas em células de aluminio, em atmosfera de nitrogénio 50
mL/min e submetidas ao programa de aquecimento de 10 °C/min de 0 °C a 200 °C.
Os termogramas foram utilizados para avaliar eventos endotérmicos associados a
matriz polimérica e verificar se a modificacdo quimica alterou de maneira relevante o

comportamento térmico dos copolimeros.

4.5 Concentragao Micelar Critica (CMC)

A CMC foi determinada por medidas de tensao superficial pelo método da gota
na Central de Analises da Engenharia Quimica de Alimentos, UFSC utilizando um
gonidmetro da marca ramé-Hart 250. Solugdes aquosas dos copolimeros foram
preparadas em concentragbes de 5,0x107 mg mL" até 4,0 mg mL". A tenséo
superficial foi medida para cada concentracao, e os dados foram representados em
funcao do logaritmo da concentracao do polimero. A CMC foi estimada pela intersecao
entre duas regides lineares da curva, com a primeira associada a redugao da tensao
superficial com o aumento da concentragado do copolimero e a segunda associada a
regidao de menor variacdo apés a formacao de micelas.

Para as formulagdes micelares foram utilizados 20 mg de F127 nao modificado
e 5 mg do copolimero modificado, resultando em uma concentragdo de 5 mg mL™",
sendo 1 mg mL" correspondente ao copolimero funcionalizado. Essa condigao foi
empregada para favorecer a formagao de micelas em meio aquoso e permitir a

incorporagao do FS ao sistema.

4.6 Preparagao das Micelas Poliméricas

As micelas poliméricas de F127-OA e F127-PFC foram preparadas pelo
método de dispersao solida/filme fino, adaptado de metodologias empregadas para
incorporagdo de FSs em micelas de Pluronic®.4¢ Inicialmente, 20 mg do copolimero

nao modificado e 5 mg do copolimero modificado foram solubilizados em 5 mL de



31

cloroférmio em baldo de fundo redondo. O solvente foi removido por evaporagao
rotacional sob pressao reduzida, formando um filme polimérico fino nas paredes do
baldo. O filme foi mantido em dessecador sob vacuo por 24 h para remocido de
solvente residual. Apds a secagem, o filme foi hidratado com 5 mL de PBS (pH 7,4),
sob aquecimento e sonicagdo por aproximadamente 20 min, promovendo a
autoassociagao do copolimero em dispersao micelar. As formulagdes obtidas foram
identificadas como F127-OA branco e F127-PFC branco.

4.7 Preparagao das Micelas Carregadas com RB

As micelas contendo RB foram preparadas pelo mesmo método de filme fino.
Apods a dissolugdo do copolimero em cloroférmio, uma aliquota (25 pL) da solugéo
estoque de 1x10-3 mol L' em etanol foi adicionada ao bal&o antes da evaporagéo do
solvente para uma concentragéo final de 5 x 10 mol L-'. Em seguida, o solvente foi
removido por evaporagao rotacional, o filme foi mantido em dessecador sob vacuo e
posteriormente hidratado com PBS (pH 7,4) sob aquecimento e sonicagdo. Foram
preparadas formulagdes contendo F127-OA + RB e F127-PFC + RB.

4.8 Caracterizagao Fisico-Quimica das Micelas

4.8.1 Tamanho Hidrodinamico e Potencial Zeta

O diametro hidrodinamico (DH), indice de polidispersividade (PDI) das micelas
e as curvas de correlacdo foram determinados por espalhamento dinamico de luz
(DLS), utilizando equipamento Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments),
disponivel no laboratério 201 do Departamento de Quimica da UFSC. O potencial
zeta das formulacgdes foi determinado no mesmo equipamento. Foram analisadas
micelas brancas e micelas carregadas com RB, incluindo F127-OA branco, F127-OA
+ RB, F127-PFC branco e F127-PFC + RB. Também foram conduzidas rampas de
temperatura variando de 20, 25, 30, 35, 37 e 42 °C para avaliar a influéncia do

aquecimento sobre o tamanho hidrodindmico e a distribuigdo das formulagdes.

4.8.2 Eficiéncia de Encapsulagao (EE%)
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A eficiéncia de encapsulamento do F127-OA-RB e do F127-PFC-RB foi
quantificada utilizando filtros de centrifugagdo Microcon-10KDa. Foram adicionados
500 uL das formulagcdes com concentragdes de 100 uM ao microtubo contendo o filtro.
Em seguida as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 30 minutos. O FS livre
foi quantificado por absor¢ao no UV-vis. As analises foram realizadas em triplicata e
o calculo para a concentragao livre foi feito utilizando a lei de Lambert-Beer para entéao

ser calculada a eficiéncia de encapsulamento (Equacéo 1).

EE% — Ctotal=Clivre X 100 (1)

total

4.9 Caracterizacao espectroscopica das micelas contendo RB

4.9.1 Espectroscopia de absor¢cao no UV-vis

Os espectros de absorcao UV-Vis foram obtidos para a RB em meio de
referéncia e para as formulacbes micelares contendo RB. As analises foram
realizadas em cubetas de quartzo de 1 cm, no equipamento UV- Vis Varian Cary® 50,
presente no laboratério de pesquisa Photon, Departamento de Quimica, UFSC. Os
espectros foram registrados na regido de absor¢céo da RB, com corregao de linha de

base. Foram avaliadas as bandas caracteristicas da RB na regido do visivel.
4.9.2 Espectroscopia de fluorescéncia

Os espectros de emissao de fluorescéncia foram obtidos para RB livre e para
as formulagdes F127-OA + RB e F127-PFC + RB no Espectrofotdbmetro Cary Eclipse,
presente no laboratério 201 do Departamento de Quimica, UFSC. As amostras foram
excitadas no comprimento de onda de 490 nm com faixa de leitura de 500-800 nm.
Para comparacao entre as formulacdes, foram avaliados o maximo de emissao, a

intensidade maxima e a area espectral integrada.

4.9.3 Rendimento quantico de fluorescéncia
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O rendimento quéntico de fluorescéncia (®r) das formulag¢des foi calculado
utilizando RB em PBS como referéncia, com rendimento quantico de fluorescéncia
padréo (®p) de 0,018.5° Para cada amostra, a area integrada de emissao foi corrigida
pela absorbancia no comprimento de onda de excitagdo. O calculo foi realizado de

acordo com a Equacéo 2:

Absp AFs n?

by = ®p (2)

Absps Ap nfg

Onde @y é o rendimento quantico de fluorescéncia da amostra, Absp é a
absorbancia do padrao e Absrs é a absorbéancia do FS no comprimento de onda de
excitacdo, n € indice de refracdo do meio, Ar e Ars sao respectivamente a area do
espectro de emissao de fluorescéncia do padréao e do FS e ®, é o rendimento de

fluorescéncia do padrao.
4.9.4 Rendimento quantico de oxigénio singleto

A geragéao de oxigénio singleto foi avaliada por método indireto utilizando ABDA
como sonda quimica. As amostras contendo RB foram misturadas a solu¢gdo de ABDA
e irradiadas sob condi¢cdes controladas. A degradacédo da sonda foi monitorada por
espectroscopia UV-Vis ao longo do tempo, acompanhando a redug¢ao da absorbancia
caracteristica do ABDA.O ABDA é um derivado do antraceno que pode ser convertido
em seu endoperoxido (Figura 10) correspondente apds reagdo com o 'Oz, o que pode
ser acompanhado pela redu¢ao na absorbancia nos comprimentos de onda de 340,
355, 378 e 401 nm.”% A partir do decaimento da absorbancia, foram obtidas constantes

aparentes de degradacéo para a sonda na presencga das diferentes formulagdes.

Figura 10. Reacao de Diels-Alder entre ABDA e '0O2.
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Fonte: Adaptado de Ricken.”!

A partir do decaimento da absorbancia do ABDA, foram obtidas constantes de
degradagdo da sonda na presenca de diferentes formulagbes. Para isso, a
absorbancia do ABDA foi normalizada em relagdo ao valor inicial e ajustada

considerando o comportamento de pseudo-primeira ordem, conforme a equagao 3.

AbSABDA;
In|—=
AbsaBDA,

) = ~Fannac 3)
De forma complementar, a fotodegradagdo da RB também foi acompanhada
pela reducado de sua absorbancia no seu Amax, permitindo obter a constante Krs.
Como as formulagdes podem absorver quantidades diferentes de luz, a
geracao de 'O2 foi normalizada pelo numero de fotons absorvidos por cada sistema
(Nabs), calculado conforme descrito na literatura. 5%72 O calculo é obtido por meio da
equacao 4.

Naps = —— [ [/ P.(O) (1 — 104650 g ~krs £ A di (4)
Onde h é a constante de Planck, c é a velocidade da luz, Na € o numero de
Avogadro, | ¢ a irradiancia da fonte de luz (MW cm), e As e Ai sdo os comprimentos
de onda final e incial, respectivamente. A partir desses valores, € obtida a Eficiéncia
Fotodinamica (ya), conforme a equacgao 5.

ys = oz (5)

N aps

Por fim, o rendimento quéntico de oxigénio singleto (®a '02) foi calculado
utilizando a RB em PBS como padréo, considerando ®a 02 padrao igual a 0,8.73 O

resultado do ®a 'O2 é obtido a partir da equagéo 6.

1 cbgadréo Amostra
CDA 02 = ygadréo YA (6)

4.10 Medidas de oxigénio molecular dissolvido nas amostras

A disponibilidade de oxigénio dissolvido nas formulagdes foi avaliada por meio

de medidor de oxigénio dissolvido, com resultados expressos em mg L. Foram
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analisadas as formulagdes F127-OA branco, F127-OA + RB, F127-PFC branco e
F127-PFC + RB. As leituras foram realizadas antes e apds agitagao por vortex, com
0 objetivo de verificar a influéncia da aeragéo/agitagdo sobre a quantidade de O:

dissolvido nas dispersdes.

4.11 Seguranga no Laboratério e Tratamento de Residuos

Todas as etapas envolvendo solventes organicos, reagentes fluorados, DMF,
DCM, cloroférmio e TEA foram realizadas em capela de exaustéo, utilizando jaleco,
luvas adequadas e 6culos de protecao. Os residuos organicos halogenados, fluorados
e nao halogenados foram segregados em frascos apropriados, conforme as normas
de descarte do laboratério. Solugdes aquosas contendo corantes e sondas
fotossensiveis foram armazenadas em frascos identificados e protegidas da luz até o
descarte adequado. A RB e o ABDA foram manuseados evitando exposi¢cao
desnecessaria a luz, uma vez que se tratam de compostos fotossensiveis. As etapas
de irradiagao foram conduzidas com cuidado para evitar exposi¢ao direta dos olhos a
fonte luminosa, sendo recomendavel o uso de barreiras fisicas ou 6culos de protecéo

compativeis com o comprimento de onda empregado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizagao estrutural dos copolimeros F127-OA e F127-PFC

5.1.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier — FTIR

A Figura 11 apresenta os espectros normalizados de FTIR dos copolimeros
F127-OA e F127-PFC. De modo geral, ambos os espectros apresentam bandas
caracteristicas da matriz do Pluronic® F127.74 Isso indica que a estrutura polimérica
principal foi preservada apos as modificagdes. Observa-se uma banda intensa na
regido de aproximadamente 2885 cm-', atribuida ao estiramento C-H dos grupos
alifaticos, compativel com as unidades de PEO/PPO do copolimero. Também sao
observadas bandas na regido de 1150-1050 cm-!, associadas principalmente ao
estiramento C-O-C das unidades éter presentes no F127. A presenga de sinais na
regido de carbonila (1700-1640 cm') também é relevante, pois pode estar associada

aos grupos carbamato e/ou amida formados nas etapas de modificagao do F127.

Figura 11. Espectros de FTIR dos copolimeros F127-PFC e F127-OA normalizados.
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Além das bandas da matriz polimérica, os espectros apresentam contribuicao
na regido de 3550-3200 cm™', que pode ser atribuida a estiramentos N-H e/ou O-H
residuais, compativeis com grupos introduzidos durante a rota de funcionalizagéo e
com interagdes por ligacdo de hidrogénio. Comparativamente, o espectro do F127-
PFC apresenta diferengas mais pronunciadas na regido entre 1400 e 1000 cm-'. Essa
faixa contém contribuicbes de estiramentos C-F, esperados para segmentos
perfluorados, embora também ocorra sobreposicdo com bandas C-O-C do proprio
F127.75 Assim, o aumento e a alteragdo do perfil nessa regido para o F127-PFC séo
compativeis com a introdugdo dos grupos fluorados, porém a analise deve ser
interpretada em conjunto com os dados de RMN, especialmente 'F, para a
confirmacao estrutural mais direta. Os espectros de FTIR individuais do F127-OA e

F127-PFC podem ser vistos nos apéndices A e B, respectivamente.

5.1.2 Ressonancia magnética nuclear

A caracterizagdo por RMN foi realizada com o objetivo de complementar os
dados de FTIR e fornecer evidéncias mais especificas das modificagdes realizadas
nos copolimeros. A Figura 12 apresenta o espectro de '"H RMN do F127-OA, no qual
sao observados sinais intensos na regido de aproximadamente 3,4-3,7 ppm,
atribuidos aos hidrogénios das unidades PEO/PPO da matriz do F127. Também é
observado um sinal intenso em torno de 1,1 ppm, associado aos grupos metila do
bloco PPO. Esses sinais sdo esperados para copolimeros do tipo PEO-PPO-PEO e
indicam a manutengéo da estrutura principal do F127 apos a modificagédo.”®

Além dos sinais da matriz polimérica, o espectro apresenta contribuicées de
menor intensidade compativeis com a presenga da cadeia octanoila. Na regido entre
0,8 e 0,9 ppm, observam-se sinais atribuidos aos hidrogénios do grupo metila terminal
da cadeia alifatica. Entre aproximadamente 1,2 e 1,6 ppm, aparecem sinais
relacionados aos grupos metileno internos da cadeia octanoila, embora essa regiao
apresente sobreposi¢cao parcial com o sinal dos grupos metila do bloco PPO. Esses
sinais sao coerentes com a introdugcdo da cadeia dos hidrocarbonetos do acido

octandico no copolimero.
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Figura 12. Analise de RMN de 'H do copolimero de F127-OA em CDCls.
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Outro sinal relevante esta na regido de 2,8 ppm, sendo compativel com os
hidrogénios em ambiente desblindado préximo ao carbamato. Essa atribuicao é
coerente, pois esses hidrogénios se encontram em ambiente mais desblindados do
que os metilenos internos da cadeia, devido a proximidade com a carbonila. Os sinais
entre 3,7 e 4,2 ppm podem estar associados aos hidrogénios préximos a
etilenodiamina ou ao carbamato introduzido durante a sintese. Dessa forma, o
espectro de '"H RMN do F127-OA evidencia sinais coerentes com a estrutura esperada
para o copolimero controle. O RMN de '°F do F127-OA n&o apresentou sinais
relevantes, como esperado para o copolimero controle n&do fluorado, seu espectro
pode ser observado no apéndice C.

A Figura 11 representa o espectro de '"H RMN do copolimero F127-PFC, assim
como observado para o F127-OA, o espectro € dominado pelos sinais caracteristicos
da matriz PEO-PPO-PEO do F127. Diferentemente do F127-OA, o espectro do F127-
PFC nao apresenta contribuicbes alifaticas intensas atribuiveis a uma cadeia
hidrocarbonada terminal, uma vez que o segmento perfluorado introduzido apresenta
substituigdo majoritaria dos hidrogénios por flior. Dessa forma, a auséncia e baixa
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intensidade de sinais na regidao tipicas dessas cadeias de hidrocarbonetos,
especialmente entre 0,8 e 2,4 ppm, € compativel com a presenga de uma cadeia
perfluorada em vez de uma cadeia octanoila hidrocarbonada.

Sinais de baixa intensidade proximos a 3,7-4,2 ppm podem estar relacionados
a hidrogénios do grupo do carbamato e a grupos préximos a extremidade modificada
do polimero. Nao obstante, essas regides apresentam sobreposi¢céo parcial com os
sinais da matriz PEO/PPO, o que torna a atribuigdo individual precisa por '"H RMN

limitada.

Figura 13. Espectro de "H RMN do copolimero F127-PFC em CDCls.
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O espectro de '°F RMN do copolimero F127-PFC, Figura 14, diferentemente
do F127-OA que n&o apresentou sinais relevantes, exibiu multiplos sinais na regiao
caracteristica de nucleos de fluor em cadeias perfluoroadas, os sinais observados sao
compativeis com a presenca de grupos perfluorados na amostra. Observam-se sinais
aproximadamente em -81, -116, -121 a -124 e -126 ppm, atribuidos a diferentes
ambientes quimicos de atomos de fluor presentes na cadeia perfluorada. O sinal em

torno de -81 ppm é compativel com grupos CF3 terminais, enquanto os sinais entre
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aproximadamente -121 e -126 ppm sao atribuidos a grupos CF2 em diferentes
posicoes da cadeia perfluoradas. Destacando-se a multiplicidade de sinais na regiao
entre -121 e -124 ppm que é coerente com a presenga das unidades CFz internas e o
sinal em -126 condiz com a unidade CF2 proxima ao carbamato. E importante ressaltar
que como nao foi empregado um padrao especifico para a determinagao absoluta dos
deslocamentos quimicos de '°F, os valores de & devem ser interpretados com cautela.
Entretanto, a distribuicdo relativa dos sinais e sua concordancia com as regides
descritas na literatura para a cadeia perfluorooctanoila sustentam a presenga dos
diferentes ambientes de flior no material. Lewis et al.”” chegaram a um resultado

muito préoximo ao analisarem o espectro do acido perfluorooctandico.

Figura 14. Espectro de "®F RMN do copolimero F127-PFC em CDCls.

F127-PFC.19.fid

e F RFRFRF H 0

XY
FFrEFFFE &

S M M N

Hy

PEQ® PPO

" PEO?

[
o

4 LY VY

[._o] N_~ .

-

F.

F~~

r ¥

2.8
28

T T T
75 80 B85 S0 95 100 105 110 115 120 125 130 1

ppm

Dessa forma, o espectro de 'F RMN fornece a evidéncia mais direta da

modificagdo esperada do F127 com os segmentos perfluorados.
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Tabela 1. Comparacao dos deslocamentos quimicos obtidos do polimero modificado.

Grupo 0 esperado 0 observado
CHsPPO 1,05 1,10
CH2PEO 3,50 -3,70 3,55

NHCOCH: 2,7-32 2,8
CFs -81 -81
CF2a C=0 -116 -116

Em conjunto com os resultados de FTIR, que mostraram alteragbes na regiao
dos estiramentos C-F, os dados de RMN sustentam a obtencéo do copolimero F127-
PFC. Enquanto as analises de '"H RMN evidenciam a preservagio da matriz PEO-
PPO-PEO do F127 assim como a modificagao esperada do F127-OA.

5.2 Caracterizacao térmica dos copolimeros

5.2.1 Analise termogravimétrica

A estabilidade térmica dos copolimeros F127-OA e F127-PFC foi avaliada por
TGA/DTG em atmosfera de nitrogénio. A Figura 15 apresenta as curvas
termogravimétricas e suas respectivas derivadas, nas quais se observa que ambos os
copolimeros apresentam comportamento térmico semelhante, com um evento

principal de degradagcao em temperaturas superiores a 350 °C.

Figura 15. Analise termogravimétrica dos copolimeros F127-OA e F127-PFC e suas
derivadas.
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Para o F127-OA, a principal perda de massa ocorre entre 366 e 403 °C, com
pico maximo de degradagdo em torno de 388 °C, correspondendo a uma perda de
massa proxima de 99%. Esse comportamento indica que o copolimero apresenta
elevada estabilidade térmica até a faixa de degradacao da matriz polimérica, sendo a
perda de massa associada majoritariamente a decomposicao do esqueleto PEO-PPO-
PEO e dos grupos organicos introduzidos na modificagao.

De maneira semelhante, o F127-PFC apresenta evento principal de
degradagao entre 367 e 407 °C, com o pico maximo também préximo de 388 °C. A
proximidade entre as temperaturas de degradacao dos dois copolimeros indica que a
introdugédo do segmento perfluorado ndo promoveu redugdo ou aumento expressivo
da estabilidade térmica em relagcdo ao copolimero de controle negativo. Para o F127-
PFC, observa-se ainda uma pequena perda de massa entre aproximadamente 172 e
195 °C, correspondente a cerca de 0,86%, essa perda pode estar associada a
eliminacao de residuos volateis ou solventes remanescentes do processo de sintese
e purificagao.

A semelhanca entre os graficos de TGA reforca que as modificacbes realizadas
nas extremidades do F127 ndo comprometeram de forma significativa a estabilidade
térmica da matriz polimérica. Além disso, o baixo teor de residuo ao final da analise é
compativel com a natureza predominantemente organica dos copolimeros avaliados.
Esse resultado é relevante porque segmentos perfluorados sdo frequentemente
associados a elevada estabilidade quimica e térmica, o que pode dificultar processos
de degradacgdo.”® No entanto, nas condigbes avaliadas, a introdugdo do PFC néo

deslocou a degradacéo principal para temperaturas muito mais elevadas nem resultou
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em aumento expressivo de residuo final, o que pode ser considerado um aspecto

positivo para o desenvolvimento do sistema.

5.2.2 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A caracterizagao térmica dos copolimeros também foi avaliada por DSC, com
o0 objetivo de investigar possiveis alteragbes nas transigbes térmicas da matriz
polimérica apos as modificagdes estruturais. A Figura 16 apresenta as curvas de DSC
dos copolimeros F127-OA e F127-PFC, enquanto a Tabela 1 resume os principais

parametros térmicos obtidos.

Figura 16. Curvas de DSC dos copolimeros F127-OA e F127-PFC.
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Tabela 2. Parametros térmicos dos copolimeros modificados.

Amostra 1° Evento (°C) AJg'?
F127-0OA 46,43 — 50,88 113,3
F127-PFC 47,81 — 51,46 1121

Ambos os copolimeros apresentaram um evento endotérmico que pode ser
atribuido a fusdo dos dominios semicristalinos associados principalmente aos
segmentos de PEO do F127.7° A proximidade entre as faixas de temperatura e os
valores de entalpia indica que a introducao das cadeias octanoila e perfluoradas nao

promoveu alteragdo expressiva na transigao térmica principal da matriz polimérica.
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Dessa forma, as modificagdes realizadas nas extremidades do F127 nao parecem
comprometer a organizagdo semicristalina caracteristica do copolimero PEO-PPO-
PEO.

Assim, os dados de DSC reforcam que os copolimeros modificados mantém
comportamento térmico semelhante, em conjunto com os dados de TGA, esses
resultados indicam que as modificagbes estruturais ndo comprometeram de forma

significativa o comportamento térmico geral dos copolimeros.

5.3 Formagao das micelas

5.3.1 Concentragao micelar critica

A formacgao micelar dos copolimeros foi avaliada por meio da determinacéo da
CMC, utilizando medidas de tensao superficial (y) em fungéo da concentragao. A CMC
€ um parametro importante para sistemas anfifilicos, pois representa a faixa de
concentracao a partir da qual a formacao das micelas passa a ser favorecida no meio
aquoso. No caso de copolimeros em bloco, essa transicido pode ocorrer de forma
menos abrupta do que em surfactantes de baixa massa molar, sendo comum a
estimativa da CMC a partir da mudanca de inclinagao em curvas de tensao superficial.

A Figura 17 apresenta a variagdao da tensao superficial em funcdo da
concentracado do copolimero. Observa-se que, nas menores concentracoes, entre 5,0
x 107 e 8,0 x 103mg mL", a tensdo superficial permaneceu préxima de 73-76 mN m-
', indicando baixa alteragéo da interface da agua nessa faixa. A partir de 0,04 mg mL-
" ocorre a redugdo mais acentuada da tensao superficial, atingindo aproximadamente
49,33 mN m-' em concentragéo igual a 0,20 mg mL-'. Em concentragbes acima dessa,

a variacdo da y deixa de ser acentuada e seu valor permanece préximo a 40 mN m-'.

Figura 17. Variacao da tensao superficial de solugdes do copolimero F127-PFC em
funcdo da concentracao, a 25 °C, utilizada para a estimativa da CMC.
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Esse perfil € compativel com o comportamento esperado para copolimeros
anfifilicos em solugdo aquosa. Em baixas concentracdes, as moléculas tendem a se
distribuir na solugcédo e/ou adsorver na interface entre ar e agua, promovendo pouca
alteracdo da tensao superficial. Com o aumento da concentragdo, ocorre maior
ocupacao da interface e redugao progressiva da tensao superficial. Apos a saturagéo
na interface entre ar e agua, o excesso de polimero passa a se organizar
preferencialmente no volume da solugao, formando micelas, o que resulta em menos
variacao da tensao superficial.

E importante ressaltar que para a obtencdo do valor da CMC é necessario
calcular a tenséo superficial versus o log da concentragdo, grafico esse que pode ser
encontrado no Apéndice D. A partir da interse¢céo aproximada entre a regido de queda
da tenséo superficial e a regiao de estabilizagao, a CMC foi estimada em torno de 0,66
mg mL-'. Dessa forma, os dados de CMC indicam que o copolimero é capaz de formar
micelas em condi¢gdes aquosas. A formagcao dessas micelas é particularmente
importante para o presente trabalho, uma vez que fornece a base estrutural para a
incorporagdo da RB e para a organizagao dos dominios hidrofébicos/perfluorados

visando o carreamento de oxigénio.

5.3.2 Analises de DLS
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A caracterizagao coloidal das formulagdes foi realizada por DLS e potencial
zeta, com o objetivo de avaliar o didametro hidrodinamico (DH), a distribuicdo do
tamanho e as caracteristicas superficiais dos agregados formados em meio aquoso.
O DLS € uma técnica amplamente utilizada para a analise de sistemas coloidais, pois
permite estimar o DH das particulas a partir do movimento browniano. Esse diametro
nao corresponde apenas ao tamanho fisico do nucleo micelar, mas inclui também a
camada de solvatagcdo e a contribuicdo das cadeias poliméricas hidratadas na
interface com o meio. Dessa forma, em sistemas baseados em F127, o valor obtido
por DLS reflete a dimensao aparente das micelas em solucgéo, incluindo a contribuicao
da corona hidratada de PEO.

Além do DH, o PDI fornece uma estimativa da amplitude da distribuicao de
tamanhos. Valores mais baixos de PDI indicam distribuicbes mais homogéneas,
enquanto valores elevados sugerem a presenga de populagdes de diferentes
tamanhos ou agregados com maior heterogeneidade. O potencial zeta (), por sua
vez, fornece informagdes sobre a carga superficial aparente das particulas e sobre
possiveis contribuicdes eletrostaticas para a estabilidade coloidal. No caso de
copolimeros nao iénicos, a estabilizagdo nem sempre depende majoritariamente de
repulsao eletrostatica, podendo ocorrer principalmente por estabilizacdo estérica
gerada pelas cadeias hidratadas de PEO.

A Tabela 2 apresenta os valores de DH, PDI e ¢ das formulagdes F127-OA e
F127-PFC, na auséncia e na presenca de RB. As formulacdes apresentaram DHs na
faixa nanométrica, variando de 151 a 363 nm. A diminuicao observada do F127-OA
Branco para o F127-OA-RB sugere que a presengca do FS pode influenciar o
empacotamento das cadeias poliméricas e favorecer a formagdo de agregados

ligeiramente menores ou mais compactos.

Tabela 3. Diametro hidrodinamico (DH), indice de polidispersividade (PDI) e potencial
zeta (C) das formulagbes preparadas.

Amostra DH = DP (nm) PDI £ DP {* DP (mV)

F127-OA Branco 174,16 + 8,16 0,482 + 0,009 -1,25+£ 0,49

F127-OA-RB 151,36 + 22,83 0,655 + 0,034 -3,28 £ 1,03
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F127-PFC Branco 362,86 + 24,38 0,548 + 0,087 -2,69 + 0,36

F127-PFC-RB 187,66 + 5,86 0,637 + 0,032 -3,34 £ 0,39

Para o sistema perfluorado, observou-se comportamento semelhante, porém
mais pronunciado. O F127-PFC branco apresentou o maior DH entre as formulagdes.
Esse resultado pode estar associado a presenca das cadeias perfluoradas, que
aumentam o carater hidrofébico das extremidades do copolimero e podem favorecer
a formacéo de agregados maiores ou interagcdes intermoleculares mais extensas no
meio aquoso. Apds a incorporacdo da RB, observou-se uma diminui¢ao significativa
de aproximadamente 52% do DH, indicando uma reorganizagdo consideravel do
sistema. Tal redugao pode estar relacionada a interagao a RB com a estrutura micelar,
possivelmente modificando o empacotamento das cadeias, o numero de agregacgao e
a CMC do sistema, reduzindo a presencga de agregados maiores.

Apesar da formacao de particulas nanométricas, os valores de PDI indicam
distribuicbes relativamente amplas. O aumento do PDI nas amostras de F127-OA
ap6s a adicdo da RB indica que as formulagbes ndo podem ser descritas como
monodispersas, sendo provavel a presenga de populagdes de agregados com
tamanhos distintos. O aumento do PDI apds a incorporagao da RB sugere que o FS
pode contribuir para uma maior heterogeneidade estrutural, possivelmente pela
coexisténcia de micelas carregadas, nao carregadas, agregados com diferentes
tamanhos e estruturas reorganizadas apos a adi¢ao da molécula de FS.

Em relagcdo ao potencial zeta, todas as formulacdes apresentaram valores
proximos da neutralidade, a incorporagao da RB tornou os valores de  ligeiramente
mais negativos. Esse comportamento é coerente com a presenca de RB, que pode
contribuir com grupos ionizaveis expostos ou parcialmente acessiveis na interface dos
agregados. Todavia, a baixa magnitude dos valores de potencial zeta indica que a
estabilizagcao eletrostatica ndo € o principal mecanismo de estabilidade dessas
formulacoes.

Os correlogramas obtidos para as formulagdes contendo RB também auxiliam
na avaliagdo da qualidade das medidas de DLS. Para o F127-OA-RB, observou-se
menor correlagao entre as medidas, compativel com o valor indicado no PDI. Para o

F127-PFC-RB, as curvas de correlacdo apresentaram um perfil de autocorrelacéo
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bem definido, sugerindo uma boa confiabilidade das analises. Tal analise sustenta a

obtencao de particulas dispersas em solugao.
Figura 18. Correlogramas obtidos das formulagdes com RB incorporada. (A) F127-

OA-RB e (B) F127-PFC-RB.
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A avaliagdao das formulagbes em funcdo da temperatura mostrou que os
sistemas mantiveram valores de DH na faixa nanométrica ao longo da faixa avaliada.
De modo geral, observou-se tendéncia de redugdo ou estabilizagdo do DH em
temperaturas mais elevadas, comportamento que pode ser associado a aproximagao
ou superagao da temperatura micelar critica (CMT) do sistema. Em copolimeros do
tipo Pluronic®, a micelizacdo também dependente da temperatura, com o aumento da
temperatura, ocorre a desidratagdo progressiva dos blocos PPO, favorecendo as
interacdes hidrofébicas entre esses segmentos e a organizacdo de um nucleo micelar
mais compacto, enquanto os blocos PEO permanecem mais hidratados e contribuem
para a estabilizagdo da corona micelar. Dessa forma, a redu¢cédo do DH em algumas
formulagcbes pode estar relacionada a reorganizagdo das cadeias PEO/PPO e a

compactacgao das micelas acima da faixa de transicao micelar.

Figura 19. Analise de estabilidade em gradientes de temperatura variando de 20, 25,
30, 35, 37 e 42 °C das amostras F127-OA Branco, F127-OA-RB, F127-PFC Branco e
F127-PFC-RB. (A) DH das formulagdes. (B) PDI das formulagdes. (C) ¢ das
formulacgdes.
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Os valores de PDI também ajudam a interpretar o comportamento discutido
anteriormente. O aumento do PDI observado até aproximadamente 30 °C sugere
maior heterogeneidade do sistema nessa faixa, possivelmente devido a coexisténcia
de diferentes populagdes, como cadeias poliméricas menos organizadas, agregados
intermediarios e micelas em processo de reorganizacao. Ja a diminuicdo do PDI nas
temperaturas proximas a faixa fisiolégica indica uma distribuicdo de tamanho
relativamente mais homogénea, compativel com a formacgéo de estruturas micelares
mais definidas apds a reorganizagao térmica do copolimero. Entretanto, os valores de
PDI ainda indicam distribuicdo ampla de tamanhos, de modo que essa estabilizagao
deve ser interpretada como uma tendéncia, e ndo como evidéncia de um sistema
monodisperso. Sugerindo assim que o aumento da temperatura favorece a
reorganizagdo e compactagdo das micelas, mas que as formulagdes ainda
apresentam heterogeneidade coloidal relevante.

A incorporacdo da RB resultou em valores de { mais negativos quando

comparados as formulag¢des sem FS, sugerindo uma realocagéo na estrutura micelar,
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possivelmente aproximando-se da coronal/interface micelar. Embora os valores
tenham sido relativamente baixos, a estabilidade coloidal dessas formulagbes pode
ser mais atribuida a estabilizacdo estérica promovida pelas cadeias de PEO,

caracteristica tipica dos sistemas baseados em F127.

5.4 Caracterizacao espectroscoépica - UV-vis

A caracterizagdo por espectroscopia de absorcao eletrénica na regido do UV-
vis foi realizada com o objetivo de verificar a presenca da RB nas formulacdes e avaliar
possiveis alteracdes no perfil espectral do FS apds a incorporagdao nos sistemas
micelares. A RB apresenta bandas de absorg&o intensas na regido do visivel,
associadas as transigdes eletronicas do sistema xanténico conjugado. Dessa forma,
alteragbes na intensidade, largura ou posigdo do Amax podem indicar mudangas no
microambiente ao redor do FS, como interagdo com os dominios micelares
modificados, ou agregacao.

A Figura 20 apresenta os espectros de absor¢céo das formulagbes contendo
RB. A presenga da banda caracteristica da RB na regido do visivel confirma que o FS
permaneceu presente e opticamente ativo apds o preparo das formulagbes. A
comparagao entre os espectros permite avaliar se a incorporagcdo aos sistemas

micelares promoveu alteracées na banda de absorcéo.

Figura 20. Espectros UV-Vis das formulagbes micelares. (A) Espectros de
absorbancia das formulagdes contendo RB. (B) Espectros normalizados das
formulacdes e da RB livre em PBS.
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Em todos os sistemas, observa-se a banda caracteristica da RB na regido do
visivel, associada as transi¢des 1-1m* do sistema xanténico conjugado. A comparagao
dos espectros normalizados mostra que o perfil do F127-OA-RB permanece mais
préximo ao da RB livre em PBS, enquanto o F127-PFC-RB apresenta deslocamento
em relagado aos outros dois sistemas. O F127-OA-RB apresentou um Amax em 559 nm,
enquanto o F127-PFC-RB apresentou Amax em 545 nm. Esse deslocamento
hipsocromico do Amax, acompanhado de um pequeno efeito hipercrémico, sugere que
a RB pode estar submetida a microambientes distintos nos dois sistemas. O
deslocamento para menores comprimentos de onda podem estar relacionado a
interacdo da RB com regides menos polares ou mais restritas da micela perfluorada.

No F127-OA, a RB interage com uma regido hidrofobica predominantemente
hidrocarbonada, enquanto no F127-PFC a presencga de segmentos perfluorados pode
modificar a polaridade local, o0 empacotamento da micela e a distribuicdo do FS no
agregado micelar. Dessa forma, as alteragdes espectrais observadas indicam que a
incorporagao da RB nos sistemas distintos também pode refletir o microambiente em
que ela se encontra em cada formulagdo. Entretanto, a analise por UV-vis
isoladamente nao permite determinar a localizagao da RB nas micelas ou a eficiéncia

de encapsulamento.

5.5 Eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento da RB nas formulacgdes foi determinada com o
objetivo de avaliar a capacidade dos sistemas em incorporar o FS apds o preparo das
micelas. Esse parametro é importante para sistemas de entrega de FS, pois indica a
fracdo da molécula efetivamente associada as micelas em relagdo a quantidade total
adicionada inicialmente. Para isso, apds o preparo das formulacdes e centrifugacao,
a concentracao de RB livre foi determinada por espectroscopia UV-vis, utilizando a

absorptividade molar da RB em PBS.
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Tabela 4. Eficiéncia de encapsulamento da RB nas formulagdes preparadas.

Amostra Eficiéncia de Encapsulamento (% * DP)
F127-OA-RB 97,32 £ 0,88
F127-PFC-RB 92,72 £ 0,24

Os valores indicam elevada capacidade de incorporagao da RB em ambos os
sistemas micelares, com mais de 90% do FS associado as formulagcbes micelares.

A maior eficiéncia observada para o F127-OA-RB sugere maior afinidade da
RB pelo ambiente micelar formado pelo copolimero contendo a cadeia octanoila. Essa
interpretacdo, entretanto, deve considerar as caracteristicas moleculares da RB.
Embora a molécula apresente nucleo xanténico halogenado e logP calculado elevado,
indicando contribuicdo hidrofébica da estrutura aromatica, em meio aquoso e pH
préximo ao fisioldégico a RB tende a predominar na sua forma dianidnica.

Nesse contexto, a elevada EE% do F127-OA-RB pode estar associada a
combinagao entre interagdes hidrofébicas do nucleo xanténico com dominios menos
polares da micela e interagdes da forma dianibnica da RB com regides mais hidratadas
ou interfaciais da micela. Por outro lado, embora o F127-PFC-RB também tenha
apresentada alta EE%, o valor ligeiramente menor pode estar relacionado a natureza
do segmento perfluorado. Diferentemente da cadeia octanoila, que possui maior
compatibilidade com regides hidrocarbonadas, o dominio perfluorado apresenta
carater hidrofébico e lipofébico, podendo interagir de forma menos favoravel com a
estrutura aromatica e dianionica da RB. Dessa forma, parte da RB pode permanecer
mais associada a interface micelar ou ao meio aquoso, resultando em uma retengao
ligeiramente menor no sistema F127-PFC-RB.

Apesar dessa diferenga, os resultados demonstram que ambos os sistemas
foram eficientes na incorporacdo da RB, sustentando sua aplicacdo como
nanocarreadores para a TFD. A elevada eficiéncia de encapsulamento é
particularmente relevante, pois indica que a maior parte do FS esteja associada as

formulagbes durante as caracterizagoes fotofisicas.
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5.6 Propriedades fotofisicas
5.6.1 Cinética de degradagcdao do ABDA: Rendimento Quantico de oxigénio

singleto e rendimento quéantico de fluorescéncia

A avaliagao das propriedades fotofisicas das formulacbes contendo RB foi
realizada com o objetivo de investigar a capacidade dos sistemas micelares em
manter a atividade fotoquimica do FS e gerar oxigénio singleto apés irradiagdo. Na
TFD, a geragéo de '02 depende da absorgdo de luz pelo FS, da formagéo do estado
excitado tripleto e da transferéncia de energia para o oxigénio molecular no estado
fundamental. Dessa forma, além da presenca do FS no sistema, é necessario avaliar
se o microambiente micelar favorece a conversao da energia absorvida em espécies
reativas.

A geracgéo de 'O2foi avaliada por método indireto utilizando ABDA como sonda
quimica. O ABDA é um derivado solivel em meio aquoso que reage com o 'O2
formando o correspondente endoperdxido, resultando na diminuigdo progressiva de
suas bandas de absorcéo na regidao do UV-vis. Assim, a redu¢ao da absorbancia do
ABDA ao longo do tempo de irradiagao pode ser utilizada como indicativo da formagéao
de '02 no meio. A analise da degradagéo do ABDA foi acompanhada simultaneamente
com a variagdo da banda de RB, permitindo avaliar tanto a geragéo de 'O2 quanto a
estabilidade relativa do FS durante a irradiagao.

A Figura 19 apresenta os espectros de absorgéo obtidos ao longo da irradiagcéo
para os sistemas PBS-RB, F127-OA-RB e F127-PFC-RB, bem como os respectivos
perfis cinéticos monitorados nas bandas caracteristicas do ABDA e da RB. Em todos
os sistemas contendo RB, observa-se diminuicdo da absorbancia do ABDA com o
tempo de irradiagdo, indicando a geragdo de oxigénio singleto. Entretanto, a
intensidade e a velocidade dessa degradacdo diferiram entre os sistemas,
evidenciando que o microambiente em torno da RB alterou a sua resposta

fotodinamica.

Figura 21. Cinética na presencga de luz para a analise da sonda ABDA com (A) PBS-
RB (B) F127-OA-RB (C) F127-PFC-RB com seus respectivos perfis cinéticos (D) PBS-
RB (E) F127-OA-RB e (F) F127-PFC-RB.
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O sistema PBS-RB apresentou a maior constante de degradagcédo do ABDA,
comportamento esse é esperado para a RB em meio aquoso, uma vez que o FS se

encontra mais diretamente acessivel ao oxigénio dissolvido e a sonda ABDA no meio.

Tabela 5. Parametros cinéticos e fotofisicos obtidos para PBS-RB, F127-OA-RB e
F127-PFC-RB.

Amostra kaspa krs Nabs ya ®a 10,
(10 min*) (10°min)  (Einstein 104
PBS-RB 5,10 16,5 2,05 24,9 0,8*
F127-OA-RB 3,14 8,79 2,86 11,0 0,35
F127-PFC-RB 2,91 7,74 3,56 8,19 0,26

* Valor obtido a partir da referéncia Redmond e Gamlin.”®

Para as formulagdes micelares, observou-se redugéo do ®a 'O2 em relagéo ao
sistema PBS-RB. Indicando que, embora ambas as formulagbes mantenham a
capacidade de gerar '02, a incorporagdo da RB aos sistemas micelares modifica o
acesso entre o FS, oxigénio molecular e ABDA, reduzindo a eficiéncia aparente
detectada pelo método indireto.

O ABDA ¢é uma sonda hidrossoluvel e sua degradacao depende do contato

efetivo com o '02 gerado. Como o 'O apresenta curto tempo de vida e baixa distancia
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de difusao, a resposta do ensaio pode ser influenciada pela acessibilidade da sonda
ao local onde o '02 é formado. Assim, em sistemas micelares, a degradagdo do ABDA
pode n3o refletir apenas a quantidade de 'O2 gerada, mas também a organizagdo
espacial entre a RB, o Oz dissolvido e a sonda em meio aquoso.

Nesse sentido, embora o F127-OA-RB tenha apresentado maior ®a 'O2que o
F127-PFC-RB, essa diferenga deve ser interpretada como uma tendéncia dentro das
condicbes avaliadas, € nao como evidéncia conclusiva de maior eficiéncia
fotodindmica intrinseca. No sistema F127-PFC-RB, a presengca dos segmentos
perfluorados pode modificar a organizagao micelar e a distribuicdo da RB na micela,
o que pode afetar a acessibilidade do ABDA ao 'O2 formado. Dessa forma, mesmo
que dominios perfluorados apresentem afinidade por Oz, a eficiéncia detectada pelo
meétodo indireto depende também da proximidade espacial entre o O2, o estado tripleto
da RB e a sonda utilizada no ensaio. A quantificagéo direta da fosforescéncia do '02
em 1270 nm seria uma abordagem mais adequada para confirmar a geragao dessa
espéecie em sistemas micelares, uma vez que reduziria as limitacbes associadas a
acessibilidade da sonda ao local de formagéao do 'Os.

Além da organizacdo micelar, deve-se considerar que a eficiéncia de
encapsulamento foi diferente entre os sistemas F127-OA-RB e F127-PFC-RB. Dessa
forma, a concentracao efetiva de RB associada as micelas pode nao ser exatamente
a mesma nas duas formulacées. Como o F127-PFC-RB apresentou menor EE%, é
possivel que a menor quantidade relativa de RB incorporada ao sistema também
contribua para os menores valores aparentes na geragao de '020observados no ensaio
com ABDA. Assim, uma analise futura poderia considerar a normalizacdo da geracéao
de oxigénio singleto pela concentragdo real de RB encapsulada, permitindo uma
comparagao mais precisa da ya intrinseca de cada nanocarreador.

Essa interpretacdo é reforcada pelos valores de Nabs pois o F127-PFC
apresentou o maior numero de fotons absorvidos. Entretanto, a ya foi menor para o
F127-PFC-RB, indicando que a maior absorcéo de luz pelo sistema perfluorado nao
se traduziu diretamente em maior degradacdo do ABDA. Portanto, a limitagdo da
analise parece estar relacionada a interagdo com a sonda.

A fotodegradacao da RB também sugere que a incorporacao da RB as micelas
pode conferir maior protecdo ao FS durante a irradiagao, reduzindo sua degradagao
direta em comparagao com a RB livre em PBS. O F127-PFC-RB apresentou menor

Krs, indicando maior estabilidade relativa da RB frente a fotodegradagao, embora
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essa maior estabilidade ndo tenha sido acompanhada por uma maior geragao de ®a
02 no ensaio com o ABDA.

Além da geragdo de oxigénio singleto, foi avaliado também o rendimento
quantico de fluorescéncia das formulagdes. O aumento do rendimento quéantico de
fluorescéncia nas formulagdes indicou que o microambiente formado pelos
copolimeros influencia o comportamento emissivo da RB. Esse aumento pode ser
atribuido a incorporagado da RB ao sistema micelar, uma vez que o FS passa a se
encontrar em um microambiente mais protegido das colisbes com moléculas do
solvente, reduzindo processos de supressao colisional da fluorescéncia. Dessa forma
o0 aumento do ®r atua como um indicativo da associagao do FS as micelas. O maior
valor observado para F127-OA-RB sugere que a RB encontra nesse sistema um
ambiente mais favoravel a emissdo fluorescente do que no F127-PFC-RB. A
comparagao dos espectros normalizados com a RB livre em PBS, apresentada na
Figura 22B, também evidencia que a incorporagao da RB as formulag¢des altera seu
perfil espectral, reforcando a influéncia do microambiente micelar sobre o
comportamento emissivo da RB. O espectro de emissao de RB em PBS utilizado para

o calculo do ®r pode ser visto no Apéndice E.

Figura 22. Espectros de emissdo de fluorescéncia da RB livre em PBS e das
formulacdes micelares F127-OA-RB e F127-PFC-RB. (A) Espectros de emisséo das
formulacdes micelares contendo RB. (B) Espectros normalizados da RB livre em PBS
e das formulagdes micelares. [RB] = 5 uM.
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A diferencga entre a fluorescéncia e a geragao de oxigénio singleto mostra que
os processos fotofisicos da RB sao sensiveis ao microambiente fornecido por cada
formulagdo. Embora o F127-OA-RB tenha apresentado maior ®F e maior ®a '02 que
o F127-PFC-RB, o PBS-RB apresentou menor ®r e maior ®a 'O2. Isso demonstra que
o aumento da fluorescéncia nédo esta diretamente relacionado, de forma simples, ao

aumento da geragao de oxigénio singleto.

Tabela 6. Valores do rendimento quéntico de fluorescéncia (®r) para RB em PBS e
as formulagdes micelares.

Amostra r

PBS-RB 0,018*
F127-OA-RB 0,113
F127-PFC-RB 0,047

* Valor obtido a partir da referéncia Zhang et al.%®

A resposta final depende do balango entre emissao fluorescente, conversao
interna, CIS, formagao do estado tripleto, disponibilidade de Oz e acessibilidade da
sonda por esse método indireto. Entretanto, os dados obtidos ndo permitem atribuir a
menor emissao observada para F127-PFC-RB a uma maior eficiéncia de formagao do
estado tripleto, especialmente porque essa formulagao também apresentou menor ®a
'02 no ensaio com ABDA.

Ainda assim, a formacdo de um microambiente distinto no F127-PFC-RB
permanece relevante para sistemas bioldgicos hipoxicos, nos quais a capacidade de
carrear oxigénio pode desempenhar um papel diferente daquele observado em

solugdo homogénea.

5.7 Oxigénio dissolvido

A disponibilidade de oxigénio dissolvido nas formulagdes foi avaliada com o
objetivo de investigar se a presenga de segmentos perfluorados poderia favorecer a
incorporacdo ou manutencdo de O2 em meio aquoso. Esse parédmetro é

particularmente relevante no contexto da TFD, uma vez que a geragao de oxigénio



58

singleto depende diretamente da presenga de oxigénio molecular préximo ao FS
excitado. Assim, embora a concentragao de O:2 dissolvido ndo determine sozinha a
eficiéncia fotodinamica, ela fornece uma indicagédo importante sobre a capacidade do
sistema de disponibilizar oxigénio no meio.

A Tabela 6 apresenta os valores de oxigénio dissolvido antes e ap6s um minuto
de repouso para agua ultrapura e para as formulagdes e seus respectivos brancos.
Inicialmente, os valores de O:2 dissolvido ficaram préximos entre as amostras. Apos

um minuto, observou-se redugao do teor de oxigénio em todos os sistemas avaliados

Tabela 7. Concentragao de oxigénio dissolvido antes e apés um minuto para agua
ultrapura e formulacdes micelares.

(0)) O2apés 1 min
Amostra 1AO2
(mg L) (mg L)
Agua Ultra Pura 8,3 7,6 0,7
F127-OA Branco 7,6 6,9 0,7
F127-OA-RB 7.9 7,6 0,3
F127-PFC
7,9 7,6 0,3
Branco
F127-PFC-RB 8,0 7,6 0,4

Esse comportamento sugere que a presenga das formulagdes pode influenciar
a manutencdo do oxigénio dissolvido no meio, embora as diferengas iniciais entre os
sistemas sejam relativamente pequenas. Para analisar a capacidade das amostras de
reter oxigénio dissolvido, foi realizada a aeracao por vortex durante aproximadamente
cinco minutos. Apds o vortex, observou-se aumento mais evidente da concentragao
de O:2 dissolvido nos sistemas contendo F127-PFC. Esses resultados indicam que,
apo6s agitagao, os sistemas contendo segmentos perfluorados apresentaram maior
teor inicial de oxigénio dissolvido em comparacdo aos respectivos sistemas nao

fluorados.



59

Tabela 8. Concentragdo de oxigénio dissolvido antes e apés um minuto para agua
ultrapura e formulagdes micelares apds cinco minutos em agitagao no voértex.

02 ap6s 1 min

Amostra 02 (mg L) 1AO2
(mg L)
F127-OA Branco 7,8 6,9 0,9
F127-OA-RB 8,0 7,6 0,4
F127-PFC
8,6 8,0 0,6
Branco

F127-PFC-RB 8,2 7,8 0,4

Dessa forma, os dados de oxigénio dissolvido indicam que as formulagdes
perfluoradas apresentam tendéncia de maior incorporagéo de Oz apds agitacdo. No
entanto, essa incorporacao foi limitada nas condi¢des avaliadas, uma vez que o
experimento foi realizado apenas apods agitagao por vortex, sem uma etapa controlada
de purga com Oz. Assim, os resultados devem ser interpretados como uma evidéncia
preliminar de que o segmento perfluorado pode modificar a dindmica de incorporagao
de oxigénio no sistema. Para a TFD esse conjunto de dados em relagdo ao PFC ainda

0 mantém em uma regido de interesse para estudos.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar
nanocarreadores micelares a base de Pluronic® F127 modificado com cadeias
perfluoradas, utilizando a RB como FS. Para isso, o sistema de F127-PFC foi
comparado ao analogo nao fluorado F127-OA, permitindo avaliar os efeitos
associados a presenga do segmento perfluorado sobre propriedades estruturais,
coloidais, fotofisicas e sobre a disponibilidade de oxigénio molecular.

As caracterizagdes por FTIR e RMN indicaram a preservagdo da matriz
polimérica e sustentaram a presenga dos grupos introduzidos nos copolimeros
modificados. As analises térmicas mostraram comportamento semelhante entre o
F127-OA e o F127-PFC, indicando que as modificagdes ndo comprometeram de
maneira expressiva a estabilidade térmica geral nem a transigao endotérmica principal
da matriz polimérica. As formulagdes obtidas apresentaram formagao de micelas em
meio aquoso, com DHs na faixa de 100-200 nm. Contudo, os valores de PDI indicaram
distribuicbes amplas, evidenciando sistemas heterogéneos. Os potenciais zeta
proximos do zero sugerem que a estabilidade das dispersdes esta mais associada a
estabilizagao estérica das cadeias do que por repulsao eletrostatica. A incorporagao
da RB foi evidenciada por UV-vis e pela alta eficiéncia de encapsulamento, superior a
90% para ambas as formulacdes.

As avaliagbes fotofisicas demonstraram que a RB manteve atividade
fotoquimica apds a incorporagao as micelas, uma vez que foi observada a degradacéao
do ABDA sob irradiagdo. O sistema F127-OA-RB apresentou maior ®a '0O2do que a
formulacédo fluorada, sugerindo que, nas condigdes do ensaio, a organizagao do
sistema fluorado nao favoreceu mais a interacéo entre RB, O2 e ABDA. Por outro lado,
o F127-PFC-RB apresentou menor fotodegradacado da RB e tendéncia a uma maior
incorporacao de oxigénio dissolvido apds agitacdo, indicando que o dominio
perfluorado modifica o microambiente da formulacdo e pode favorecer a
disponibilidade de Oo.

Embora o F127-PFC-RB ndo tenha apresentado maior ®a '02 no ensaio
indireto com ABDA, esse resultado deve ser interpretado considerando as limitagcbes
da analise. A determinacédo por ABDA depende da acessibilidade da sonda ao local
de formagéo do 'O2 e pode ser influenciada pela organizagao micelar, pela distribuigao

da RB na micela, pelo curto tempo de vida e pela baixa distancia de difusdo do '0a.
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Além disso, a auséncia de deteccao direta por fosforescéncia em 1270 nm limita a
confirmacgdo quantitativa da geragdo de '0O2 no sistema micelar. Ainda assim, o
comportamento do F127-PFC-RB frente ao oxigénio dissolvido e a maior estabilidade
da RB durante a irradiacao refor¢a seu potencial como plataforma a ser otimizada para
aplicagcbées na TFD. Estudos futuros devem investigar a organizagao interna dessas
micelas, a localizagao relativa entre RB e Oz, estratégias para melhorar a incorporagao
de oxigénio, como purga, e o desempenho dos sistemas em modelos bioldgicos
hipdxicos, em colaboragdo com o LabCancer e/ou grupos da area de farmacologia da
UFSC.
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APENDICE

Apéndice A. FTIR do copolimero F127-OA.
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Apéndice B. FTIR do copolimero F127-PFC.
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Apéndice C. Espectro de 'F RMN da formulagédo F127-OA.
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Apéndice D. Grafico da tensao superficial versus log da concentracao para o calculo
da CMC.
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Apéndice E. Espectro de emissao da RB em PBS em diferentes quantidades.
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