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RESUMO

Luz, P. P. Porfirinas nanoencapsuladas obtidas por ultra-som spray drying .
2008. 178p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de

Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdao Preto, 2008.

Neste trabalho realizamos, inicialmente, o desenvolvimento de um spray dryer
de baixo custo para ser utilizado nos experimentos de encapsulagcado por spray
drying. A dextrina foi empregada como matriz polimérica nos experimentos de
desenvolvimento deste equipamento por ser um polimero biocompativel,
biodegradavel, hidrofilico e economicamente viavel. A integridade da dextrina
nanoparticulada, obtida apds o processo spray drying, foi verificada por andlise
térmica (TGA) e analise térmica diferencial (DTA) e o sucesso do equipamento para
a producdo de particulas esféricas foi atestado por microscopia eletrbnica de
transmissao (MET) e microscopia eletronica de varredura (MEV). Apés projetarmos a
configuracéo final do spray dryer, os estudos de encapsulacdo em nanoesferas
poliméricas foram iniciados com o estabelecimento de uma metodologia de
encapsulacdo. O polimero utilizado nesta etapa como agente encapsulante foi a
dextrina e o0s materiais ativos empregados foram a 5, 10, 15, 20-tetra(4-
sulfonatofenil) porfirina (TPPS,) e a manganés(lll) 5, 10, 15, 20-tetra(4-sulfonatofenil)
porfirina (MNTPPS,), ambos hidrossoluveis. A metaloporfirina foi incorporada no
trabalho com o intuito de utilizar o ion metalico como sonda espectroscopica,
possibilitando a deteccdo da mesma nas particulas. Uma vez desenvolvida a
metodologia de encapsulacdo, passamos a utlizar a quitosana como matriz

polimérica e a 5, 10, 15, 20-tetra(N-metil-4-piridil) porfirina (TMPyP) como material

Vi



ativo. A citotoxicidade e a fotocitotoxidade das nanoesferas de quitosana e da
TMPyP livre e encapsulada em quitosana foram verificadas através de estudos
envolvendo cultura de células da linhagem neoplasica de macrofagos J774-Al. Além
destes estudos, a aplicabilidade da quitosana como veiculo carregador para Terapia
Fotodinamica também foi estudada a partir da interacio da TMPyP com
monocamadas lipidicas, sendo esta interacdo mediada ou ndo por quitosana. As
técnicas de analise empregadas nesta tese para a caracterizacdo dos compostos
foram MET, MEV, Espectroscopia eletrbnica na regido do ultravioleta-visivel,
espectroscopia eletronica de fotoluminescéncia, TGA, DTA e difracdo de raio-x

(DRX).

Palavras-chave: Porfirina. Nanoencapsulacao. Spray Drying. Sistema carregador.
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ABSTRACT

Luz, P. P. Nanoencapsulated porphyrins obtained by ultrasonic spray drying.
2008. 178p. Thesis (Doctoral) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de

Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

Initially in this work, we developed a low cost spray dryer to be used in the
encapsulation experiments by spray drying process. Dextrin was employed as a
polymeric matrix in the development experiments for this equipment because it is a
biocompatible, biodegradable, hydrophilic and economically viable polymer. The
nanoparticulate dextrin integrity obtained by spray drying was verified by Thermal
Gravimetric Analysis (TGA) and Differential Thermal Analysis (DTA), and the success
of the equipment to produce spherical particles was attested by Transmission
Electron Microscopy (TEM) and Scanning Electron Microscopy (SEM). After we
projected the final configuration of the spray dryer equipment, the studies about the
encapsulation polymeric nanospheres were initiated by establishing an encapsulation
method. The polymer used as an encapsulating agent in this step was dextrin and
the active materials employed were the 5, 10, 15, 20-tetra(4-sulphonatophenyl)
porphyrin (TPPS,;) and the manganese(lll) 5, 10, 15, 20-tetra(4-sulphonatophenyl)
porphyrin (MNnTPPS,), both hydrophilic. In this work, the metalloporphyrin was
incorporated in order to use the metallic ion as a spectroscopic probe, thus making it
possible to detect the ion in the particles. Once the encapsulation method was
established, we began to use chitosan as the polymeric matrix and the 5, 10, 15, 20-
tetra(N-methyl-4-piridyl) porphyrin (TMPyP) as the active material. The cytotoxicity

and photocytotoxicity of the chitosan nanospheres, free TMPyP and TMPyP loaded



in chitosan nanospheres were verified by studies with J774-Al neoplasic
macrophage lineage cell culture. Besides these studies, the applicability of chitosan
as a vehicle for Photodynamic Therapy was also investigated by the interaction
between the TMPyP with lipidic monolayers, being this interaction mediated or not by
chitosan. The technical analyses employed in this thesis to characterize the
compounds were TEM, SEM, UV-Vis Spectroscopy, Photoluminesce Electronic

Spectroscopy, TGA, DTA and x-ray Diffraction (XRD).

Keywords: Porphyrin. Nanoencapsulation. Spray Drying. Delivery System.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Internacdes por neoplasias malignas no SUS (2000-2005).%................. 2
Figura 2: Gastos federais em assisténcia oncolégica.?...........c.ccoovovieeveveceeveenne, 3
Figura 3: Friedrich Meyer-Betz a) antes da aplicacdo de Hp IX e b) trés dias
depois da aplicacdo de Hp IX, com um dia de exposicdo & luz solar.*® ................. 7
Figura 4. Estrutura do fotossensibilizador HpD aprovado para aplicacao
(0] = 8
Figura 5: llustracéio de um tratamento por TED.Z" .......c.coeovieeeeeeeeeeee e, 9
Figura 6: Diagrama de Jablonski e mecanismos de acdo em TFD. As setas

vermelhas sao referentes a processos nado-radiativos e as setas azuis a

PrOCESSOS FAIALIVOS. ... e et e ettt e e e e e e e e e et s e e e e e e e eesaaa e e e eeeaaeeennnns 10
Figura 7: Estruturas moleculares dos fotossensibilizadores aprovados para

aplicacdo clinica: a) Visudyne®, b) Foscan®, c) Levulan® e d) Metvix®. ................. 12
Figura 8: Estrutura molecular base das porfirinas. ............cccceeeeeeeeiivvveiiiiiiiee e, 13
Figura 9: Estrutura molecular da TMPYP. ........ouiiiiiiii e 14

Figura 10: Representacdo do bombeamento de protons que ocorre na
AT 10 a1 LT VAR 18
Figura 11: Numero de publicacdes envolvendo os temas Photodynamic
Therapy and Drug Delivery por ano. Fonte: Web of science — outubro de 2008.... 19
Figura 12: Representacdo esquematica de a) um sistema reservatorio

(nanocapsula) e b) um sistema matriz (NAN0esfera). .........coeeoeceeeeeeeeeeeereees 23
Figura 13: Estrutura molecular da dextrina. ...........ccccevvvviiiiiiiie e 25
Figura 14: Estruturas moleculares da a) quitina e b) quitosana. ...........ccccceeeeeeeee. 26

Figura 15: Mecanismo simplificado da reacdo de desacetilagdo alcalina da

(o U111 - SRR 26
Figura 16: Produtos de degradacao da quitoSana..............eeeeeeeeeeeeevveeiiiiiieeeeeeennn, 27
Figura 17: Representacéo ilustrativa do processo spray drying. ...........c..eeeeeeeeeeeee. 29

Figura 18: Representacdo de um spray dryer comercial e suas respectivas

0= LS TP UPPT 33
Figura 19: Esquema da aparelhagem utilizada na producdo de nanoesferas de

(023 (1 1 = VPP URUPPPPTPRPRRN 34
Figura 20: Esquema da aparelhagem utilizada na producéo de nanoesferas....... 36

Xl



Figura 21: Esquema da aparelhagem utilizada na produgédo de nanoparticulas,
com a fita de aquecimento na saida do forno...........ccccceeiiii e, 37
Figura 22: Esquema da aparelhagem utilizada na producéo de nanoesferas....... 38

Figura 23: Esquema do spray dryer desenvolvido para a realizacdo das

ENCAPSUIACEES. Y7 ...ttt 40
Figura 24: Reacéo de insercao de Mn(lll) na TPPS4. «.ovvvvviviiiiiiieiieeeeee e, 43
Figura 25: Metabolizagcdo do MTT para a formacédo do sal formazan pelas

CEIUIAS VIAVEIS. ...ttt s 53
Figura 26: Representacéo ilustrativa do experimento de citotoxicidade................ 55
Figura 27: Representacéo ilustrativa do experimento de fotocitotoxicidade.......... 56

Figura 28: Estrutura molecular do DPPG, fosfolipidio utilizado como modelo de

Membrana biolOGICa. ™ ..ottt 57
Figura 29: TensiOmetro de gota PENdENte. .........coeeeieiiiiiiiiiiiiiiie e 59
Figura 30: Representacao ilustrativa da gota formada..............ccccevvvveviiiiiiieeeennne, 61

Figura 31: Adsorcdo de moléculas anfifiicas formando uma monocamada
orientada nNa iNterface ar-AgUa. .......cooooeeiiiiiiiieceeee e 62
Figura 32: Esquema da cuba de Langmuir e acessérios utilizados na
fabricagcdo de monocamadas de Langmuir e filmes Langmuir- Blodgett. ............... 64
Figura 33: Representacéo da transferéncia da monocamada para o substrato.... 65

Figura 34: Método de Langmuir-Blodgett para a fabricacéo de filmes: (a) filme

tipo X, (b) filme tipo Y € (C) filme tipO Z. oo 66
Figura 35: Esquema de um cristal de quartzo recoberto com ouro. ...................... 66
Figura 36: Estrutura molecular do DMPA. ... 67
Figura 37: Filme LB de DMPAL. ... e e e e 67
Figura 38: Filme LB de DMPA + DPPG..........ooiiiiiii e 68
Figura 39: Filme LB de DMPA + DPPG + qUItOSaNa. ........ccvvuiiiiieeiiiieiiiiiiiee e 68
Figura 40: Formacao dos filmes LB de DMPA + DPPG e DMPA + DPPG +

quitosana e incorporacdo de TMPYP 0s filmes. ........oovviiiiiiiiiiiicieee e, 69

Figura 41: Imagem de MEV das nanoesferas produzidas no 12° experimento..... 74
Figura 42: Imagens de MEV de a) dextrina nanoesférica obtida apos o
processo de spray drying (13° Experimento) e b) dextrina de partida. ................... 76

Figura 43: Distribuicdo dos diametros das particulas esféricas de dextrina.......... 77

Xl



Figura 44: a) Imagem de MET das nanoesferas de dextrina e b) Espectro de
EDS de uma nanoesfera de dextrina. ...............eueeeeeeiieiiiiiiiiiiiiieieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 78
Figura 45 : Andlises térmicas a) dextrina de partida b) dextrina nanoesférica. ...... 79
Figura 46: Imagens de MEV para avaliar o efeito da concentragdo no tamanho
de particula de deXtriNA. ......cooeeeeiiiee e 82
Figura 47 : Distribuicdo do tamanho de particula em diferentes concentracdes
(o F= RS0 ] (U To= To I L= T 0 1=t 1 [ - VR USRPRPR 84
Figura 48: Variacdo do didmetro médio das esferas de dextrina em fungéo da
concentrag8o da SOIUGAO POlIMENICA. .......eeviiiiiiiiiiiiiieiee e 85
Figura 49: Espectros UV-Vis em solucdo aquosa de a) TPPS, de partida
(1,9.10° Mol L™) € b) MNTPPS, ODtOa. ... .ot eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeses 88
Figura 50: a) Modelo dos quatro orbitais de Gouterman e b) Diagrama de
niveis de energia de orbitais Ttde uma metaloporfirina. ...........cccceevvvviiieeeeeeeeeeiens 89
Figura 51: Imagem de MEV das esferas de dextrina contendo MnTPPS,
1YL (o 0] =T = TSP SSPPPP 91
Figura 52: a) Imagem de MET das esferas de dextrina contendo MnTPPS,
veiculada e b) EDS de esferas de dextrina contendo ou ndo a metaloporfirina. .... 92
Figura 53: a) Imagem de MEV das esferas de dextrina contendo TPPS,
veiculada e b) Distribuicdo do tamanho das nanoesferas obtidas.......................... 94
Figura 54: Imagens de MET das esferas de dextrina contendo TPPS,
1YL (o] U] - To F- TR PP PPPPPPPPPPPPPPPPP 95
Figura 55: a) Espectro de excitacdo da TPPS, nanoencapsulada (0.7% m/m)
(Aem =650 nm). Espectros de emissdo da TPPS,: b) nas misturas fisicas e
c) nanoencapsulada (0.7% m/m). d) Comparacdo entre as intensidades de

emissdo em 650 nm da TPPS,; nanoencapsulada e presente nas misturas

fiSICAS (Aexc = 520 NIMY). coeiiiiie e e e e e e e e e e e e e e eea e 99
Figura 56: Espectro de emissdo da TPPS; em solucdo aquosa
(1,910 MO L), ettt 100

Figura 57: Imagens de MEV da TPPS,; a) encapsulada em nanoesferas de

dextrina (0,7% m/m) e b) presente nas misturas fisicas (0,8%m/m). ..................... 101

Xl



Figura 58: Espectros de absor¢céo da TPPS, a) encapsulada em nanoesferas
de dextrina (0,7% m/m) e b) presente nas misturas fisicas (0,8%m/m). KM =
KUBDEIKA IMUNK. ...ttt ettt e et e e e e e e s e e e e e e e eeeees 102
Figura 59: Diagrama de niveis de energia dos orbitais tde uma porfirina. .......... 103
Figura 60: Espectro de *H RMN de uma solucdo 1% de quitosana em D,O/HCI
(100:1 v/V), adqUuIridO @ 80OC. .......uiieieeeeieeeeiee e e e e e et e e e e e e e et e e e e e e e aeeannnn 104
Figura 61: a) e b) imagens de MEV da quitosana comercial e nanoesférica; c)
distribuicdo do diametro das NAN0ESTEras. ........ccoooeiiiiiii e 106
Figura 62: Espectro de infravermelho da quitosana comercial..............ccccceeeeenne. 108
Figura 63: Espectro de infravermelho das nanoesferas de quitosana
o] 00 (U4 [0 F= 1= J PP URUPPPPPRRPRTN 108
Figura 64: a) Imagem de MEV das esferas de quitosana contendo TMPyP
veiculada e b) distribuicdo do diametro destas particulas. ............cccevvvevvveiieneeeenn. 110
Figura 65: Difratogramas: (a) quitosana comercial, (b) nanoesferas de
quitosana produzidas por spray drying, (c) TMPyP veiculada em nanoesferas
de quitosana e (d) TMPYP COMErCial. ..........oiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 111
Figura 66: Espectro de absorcdo UV-Vis da TMPyP a) livre em solucéo
aguosa e b) encapsulada em nanoesferas de quitosana. KM = Kubelka Munk..... 113
Figura 67: Perfil de liberacdo, em tampéo fosfato pH 7,4, da TMPyP
incorporada nas nanoesferas de qUItOSANA. ........coovviiiiiiiiiiniee e eeeeeeeees 116
Figura 68: Modelo cinético de Higuchi para a liberacdo da TMPyP, em tampéao
fosfato pH 7,4, veiculada em nanoesferas de quitosana............cccceevvvvvvvviiiineeeenn, 117
Figura 69: Viabilidade celular da linhagem J774-Allap6s 3 horas de
incubacdo com as amostras estudadas: CT = controle interno, PV =
nanoesferas de quitosana vazias, PL1 = TMPyP 1,0.10° mol L™, PL3 = TMPyP
3,0.10° mol L, PL5= TMPyP 5,0.10° mol L*, PP1= TMPyP/quitosana
1,0.10° mol L*, PP3 = TMPyP/quitosana 3,0.10° mol L* PP5 =
TMPyP/quitosana 5,0.10° mol L*. Os experimentos foram realizados em
triplicatas independentes. A analise da significancia estatistica entre o controle
e 0s outros grupos foi determinada por One-Way ANOVA seguido pelo teste-t
Newman-Keuls para comparacdes mudltiplas. Os resultados obtidos
representam as médias + SEM (Standard error of the mean) (n=3). Valores de

P: * p>0,05 com relacdo a0 CONLIOlE. .......ccooveviiiiiiiee e 119

XV



Figura 70: Viabilidade celular da linhagem J774-A1 apo6s 3 horas de incubacao
com as amostras estudadas: CT = controle interno irradiado com 10 J, PL5J=
TMPyP 1,0.10° mol L? irradiada com 5 J cm®, PP5J = TMPyP/quitosana
1,0.10° mol L? irradiada com 5 J cm?, PL10J = TMPyP 1,0.10° mol L*
irradiada com 10 J cm™, PP10J = TMPyP/quitosana 1,0.10° mol L™ irradiada
com 10 J cm? Os experimentos foram realizados em triplicatas
independentes. A andlise da significancia estatistica entre o controle e os
outros grupos foi determinada por One-Way ANOVA seguido pelo teste-t
Newman-Keuls para comparagdes mudltiplas. Os resultados obtidos
representam as médias + SEM (n=3). Valores de P: * p>0.05, ** p<0.05 e
*** n<0.01 com relagdo a0 CONIOIE. ......cccceeiiieeici e
Figura 71: Membrana celular. ™ ..o,
Figura 72: Cinética de adsorcdo da TMPyP na monocamada de DPPG
mantida inicialmente @ 30 MN M™. ..o
Figura 73 : Micrografia obtida pelo método da gota pendente. ............ccccceeeeeeennnn.
Figura 74: Espectros de emissdo da TMPyP incorporada no filme LB de
DMPA+ DPPG (Aexc = 515 NIM). ittt e s e e e e e
Figura 75: Espectro de emissdo da TMPyP em solugcdo aquosa
(2,4.20° MOl L™ Nexe = 515 MMttt
Figura 76: Cinética de adsor¢cdo da TMPyP ao fiime de DPPG contendo
(0 U110 1 T=T g = VTP PURUPPPPPPRPRRN
Figura 77: Espectros de emissao dos filmes LB de DMPA + DPPG + quitosana
S o 3 N 1.0 TSP

121

123
124

125

128

XV



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Valores obtidos na cinética de deposi¢do da TMPyP aos filmes LB......
Tabela 2: Valores de tamanho de particula determinado por espalhamento de
TUZ LS. e e e ettt e e e e e e e e e e et e e e e e e eeerenaas
Tabela 3: Valores obtidos de % em massa de MnTPPS,; e Eficiéncia de
Encapsulacdo da MnTPPS, em 10,0 mg de nanoesferas de dextrina. Média de
3 EIEIMINAGOES. ...
Tabela 4: Valores obtidos de % em massa de TPPS, e Eficiéncia de
Encapsulacdo da TPPS, em 10,0 mg de nanoesferas de dextrina. Média de 3
(0 1=1 (=T 0 1T = T 0 =SSR
Tabela 5: Bandas presentes nos espectros de infravermelho da quitosana
comercial € NANOESTEIICA. ......ccoei i e e
Tabela 6: Valores obtidos de % em massa de TMPyP e Eficiéncia de
Encapsulacdo da TMPyP em 8,0 mg de nanoesferas de quitosana. Média de 3
ETEIMINAGOES. ...
Tabela 7: Viabilidade celular apds a incubagéo por 3 horas com as amostras
ESTUATAS. ...
Tabela 8: Viabilidade celular apds a incubacédo por 3 horas com as amostras

estudadas e aplicacdo de luz nas doses 5 € 10 J CM™. ......ccooveiovieeeeeeeeeereens

86

93

121

XVI



LISTA DE ABREVIATURAS

- INCA: Instituto Nacional de Cancer

- ICCC: Congresso Internacional de Controle de Cancer
- SUS: Sistema Unico de Satde

- DNA: Acido desoxirribonucléico

- TED: Terapia Fotodinamica

- FS: Fotossensibilizador

- Hp IX: Hematoporfirina IX

- HpD: Derivado de hematoporfirina

- FDA: Food and Drug Administration

- CIS: Conversao Intersistema

- 10,: Oxigénio singlete

- EMEA: European Medical Agency

- CPHA: Canadian Public Healthy Agency

- O,: Oxigénio molecular

- TPPS,: 5, 10, 15, 20-tetra(4-sulfonatofenil) porfirina
- TMPyP: 5, 10, 15, 20-tetra(N-metil-4-piridil) porfirina
- MnTPPS4: Manganés(lll) 5, 10, 15, 20-tetra(4-sulfonatofenil) porfirina
- BSA: Soro albumina bovina

- LDL: Lipoproteina de baixa densidade

- HDL: Lipoproteina de alta densidade

- RNA: Acido ribonucléico

- p-THFP: Meso-tetra(hidroxifenil) porfirina

- PLGA: Poli(acido latico-co-acido glicdlico)

- PLA: Poli(acido latico)

XV



- PLG: Poli(acido glicolico)

- Te: Temperatura de entrada

- Ts: Temperatura de saida

- MEV: Microscopia eletrénica de varredura

- MET: Microscopia eletronica de transmissao

- TGA: Andlise termogravimétrica

- DTA: Analise térmica diferencial

- DRX: Difracao de raio-X

- EDS: Espectroscopia de energia dispersiva

- Espectroscopia UV-Vis: Espectroscopia eletronica de absorcdo na regido do
ultravioleta-visivel

- CCD: Cromatografia de camada delgada

- Espectroscopia de fotoluminescéncia: Espectroscopia eletronica de
fotoluminescéncia

- Absorcao/reflectancia difusa no UV-Vis: Absorcgao/reflectancia difusa no
ultravioleta-visivel

- GA: Grau de acetilacao

- Ressonancia magnética nuclear de préton: ~ *H RMN.

- Espectroscopia no infravermelho: Espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho

- ATCC: American Type Culture Colletion

- DMEM: Dubleco Eagle’s Minimum Essential Medium

- MTT: 3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo difenil tetrazolium

- LB: Langmuir-Blodgett

- DPPG: Dipalmitoilfosfatidilglicerol

XVII



- ADSA: Axisymmetric drop shape analysis

- DMPA: &cido dimiristoilfosfatidico

- QCM: Microbalanca a Cristal de Quartzo

- HOMO: Orbital molecular ocupado de maior energia

- LUMO: Orbital molecular desocupado de menor energia
- CT: Controle interno

- PV: nanoesferas de quitosana vazias

- PL1: TMPyP 1,0.10° mol L™

- PL3: TMPyP 3,0.10°mol L™

- PL5: TMPyP 5,0.10°mol L™

- PP1: TMPyP/quitosana 1,0.10°mol L™

- PP3: TMPyP/quitosana 3,0.10°mol L™

- PP5: TMPyP/quitosana 5,0.10° mol L™.

- SEM: Standard error of the mean

- PL5J: TMPyP 1,0.10° mol L™ irradiada com 5 J cm™

- PP5J: TMPyP 1,0.10°® mol L™ irradiada com 5 J cm™

- PL10J: TMPyP 1,0.10°®mol L™ irradiada com 10 J cm™

- PP10J: TMPyP 1,0.10° mol L™ irradiada com 10 J cm™

XIX



1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.7.

3.1.

3.2.

3.3.

3.3.1.

3.3.2.

3.3.3.

3.3.4.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt ettt ettt sttt ste e ete et e eeeare s 1
Cancer: CoNSIAEragieS GEIAIS ......cceeiiiiieieiiee e 1
Historico da Terapia FOtOdINAMICA..........uuuuuuii e 5
Principios da TFD — Mecanismos fotoquimicos e fotofiSiCoS ...............ccccuue. 9
Fotossenbilizadores — POrfifiNas .......ccooeivvvieiiiiiiiee e 10

Localizacdo intracelular e mecanismos de destruicdo das células

LT 0] 0] P T [>T 15
Veiculo carregador em Terapia FOOINAMICA. ..........vvvvveeeiiieiiiiiieiiiiiieieeieeeee 18
PoliSSacaride0S NALUIAIS..........coiiiiiiiiiiiiie e 24
Técnicas de encapsulacao - Spray Drying .........ceeeeeeeeieeveeieieeeeeeiiiiieeeeeeeeeeee 28
OBUJIETIVOS ..t et et e et e e e et e eeeea e 31
MATERIAIS E METODOS ......ocoiiviiieiiecteeteite steete st ete e et etesteste e sae e aaesae e 32
Desenvolvimento de Um SPray Aryer.......oooeeuuuiiiiiieee e 32

Metodologia utilizada para a determinacdo do didmetro médio das

particulas Produzidas ........ccooeeeeeiiiiieieieee e 41
Estabelecimento de uma metodologia de encapsulagéo por spray drying..... 42
Sintese e caracterizacdo da MNTPPS, ....ccooooiiiiiiiiiiie e ee e 42
Encapsulacao da MNTPPS, ..ot 43
ENcapsulacao da TPPS, ..o 44

Porcentagem de TPPS,; e de MnTPPS, associada as nanoesferas de

dextrina e eficiéncia de encapSUIaCAOD..........cccevvveiiiiiiiiee e e 44

Estudo espectroscopico da TPPS, encapsulada em nanoesferas de dextrina... 46

Determinacéo do grau de acetilagdo da quitosana ............cccceeeveeeeeieeiiiiennnnn. 47
Producdo de nanoesferas de quitosana por spray drying .........cccceeeeevvvvnnnnnnn. 48
Encapsulacdo da TMPyP em nanoesferas de quitosana por spray drying..... 48

XX



3.7.1.

3.8.

3.9.

3.9.1.

3.9.2.

3.10.

3.10.1.

b)

3.10.2.

b)

3.11.

3.11.1.

3.11.2.

3.11.3.

3.11.4.

b)

Porcentagem de TMPyP associada as nanoesferas de quitosana e
eficiencia de encapsulaCa0 .........coooviiiiiiiiiiii 49

Avaliacdo do perfil de liberacdo da TMPyP a partir das nanoesferas de

(0 U110 1S g - TR 50

Estudos de cito e fotoxicidade das nanoesferas de quitosana, TMPyP livre

e TMPyP encapsulada em nanoesferas de quitosana...............ccccceeeeevevnnnnnnn. 51
IVTAETIAUS ... 51
Métodos envolvendo células NeOPIASICAS ........ccovveeeeieiiieiiiiiiie e 52
Crescimento e manutencao da cultura de células neoplasicas...................... 52
Determinacéo da atividade celular (MTT)......uuuiiiiiiieieiee e 53
EStudOS de CItOTOXICIAATE ........uuuiiiiiiiiii s 54
Estudos de fotoCIOtOXICIAATE ..........uumuiiiii s 55

Estudo da interagdo entre a TMPyP e monocamadas lipidicas mediada

por quitosana como agente bioadeSiVO..........cccovvuiiiieiiiiiii i 57
Método da gota PENAENLE. ..........uvuueiiie i 58
TeNSAO SUPEITICIAL ....ceeeeeieiiiee e e e e e e e e e e eeaanees 58
Elasticidade dilatacional superficial ... 61
Monocamadas de Langmuir e Filmes de Langmuir-Blodgett ..............ccceun.... 62
Adsorcéo, orientacdo em interface e monocamadas de Langmuir................. 62
Filmes de Langmuir-Blodgett...........cooeiieiiiiieiiiiiiiie e 64
Caracterizacao das AMOSIIAS.......ccuvvuuriiiiiie e e e e eeeeeitiea s e e e e e e e eeeear e e e eeeeennnne 70
Microscopia eletronica de Varredura .............uuuuiiiiiieeiiiieeeiicie e 70
Microscopia eletronica de tranSMISSA0...........uuuuiiiieeeeiiieiiiiiiiee e 71
ANALISES TEINICAS ....vvvvettiiiiiiiiiteeieeeeeeeeeeeesetee bt ea s s s e e e e et eeeeeeabeeesseeeeeseeeeeeeeeeeees 71
D= Tor= Lo o (=N =T L G 72
AMOSLIAS A& EXIMNA. .. .uiiii ittt e e e e e s 72
Amostras de quitosana, TMPyP e de TMPyP encapsulada em quitosana..... 72

XXI



3.11.5.

3.11.6.

3.11.7.

3.11.8.

4.1.

4.1.1.

4.1.2.

4.1.3.

4.1.4.

4.1.5.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.3.

4.3.1.

4.3.2.

Espectroscopia eletrénica de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel........ 72

Espectroscopia eletrbnica de fotoluminescéncia..........ccccoccevvviiiieiiiiiinececennnnn. 73
Ressonancia magnética nuclear de proton ..........ccocevvvveeviiiiiiie e eeeeeen 73
Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho ..............ccccoevvvvnnnnnn.. 73
RESULTADOS E DISCUSSAO ...t ieeieeeeee e et 74
Desenvolvimento de Um SPray Aryer.........oeeuuuieiiieeeeeeeeeeeiiiee e e e e e e eeeeennnn s 74
Microscopia eletronica de varredura: 12° EXperimento .........cccoeeeevvvevvvvvnnnnnnn. 74
Microscopia eletronica de varredura: 13° EXperimento ..........cccceeevvvevvvvnnnnnnnn. 76
Microscopia eletrénica de transmissdo e Espectroscopia de energia

ISPEISIVA ...ttt e ettt e e e e et e ettt e e e e eenrana 78
ANGLISES TEIMNICAS ...evvvviiiiiiiiiiiiieiieieeeeeeeetaeteeseaeeseeeeeeeeeeeeeeeeeesssssseseeeeeeseeeeeeeeees 79
D= Tor= Lo o (= =T o L G 80

Metodologia utilizada para a determinacdo do didmetro médio das

particulas Produzidas .........cooeeeeeiiiiiiiiieee e 80
Microscopia eletronica de varredura ..............uuveiiieeeeeeeieeeiiciee e 82
Espalnamento de IUZ [aSEr ..........uuueiiii e 85
Estabelecimento de uma metodologia de encapsulacao por spray drying..... 87
Sintese e caracterizacdo da MNTPPS, ..., 87
Encapsulacdo da MNTPPS, ..o 90
Microscopia eletronica de varredura ..............uuveiiieeeeieeeeeeiiiie e 91

Microscopia eletrdnica de transmissdo e Espectroscopia de energia

ISPEISIVA ...ttt e e ettt e e e e e e e e ettt e e e eeenennas 92

Porcentagem de MnTPPS, associada as nanoesferas de dextrina e

eficiéncia de encapSUIACAD .........ccovvvviiiiiiiie e e e e 93
ENcapsulacao da TPPS, ...ccoovviiciee et e e 94
Microscopia eletronica de varredura ..............uuuiiiieeeiiiieeiiiiee e 94
Microscopia eletronica de tranSMISSA0...........uuuuiiiiieeiiiiiiiiiiiiee e 95

XXl



4.3.4.

4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.4.3

4.5.

4.6.

4.6.1.

4.6.2.

4.7.

4.7.1.

4.7.2.

4.7.3.

4.7.4.

4.8.

4.9.

4.9.1.

4.9.2.

4.10.

4.10.1.

Porcentagem de TPPS, associada as nanoesferas de dextrina e eficiéncia

de eNCAPSUIACAD ......cooeiiiiiiieee e 96
Consideracdes finais sobre as encapsulacfes realizadas em dextrina ......... 97

Estudo espectroscopico da TPPS,; encapsulada em nanoesferas de

(023 (1 1 = PSP PP R UUPPPTPPTTRRN 97

Espectroscopia eletrbnica de fotoluminescéncia..........ccccoceevvvviiiieiiiiiieeecennnnn. 98

Microscopia eletronica de varredura ..............uueeiieeeeeeeeveeeiiiiee e e 100
Absorcéao/reflectancia difusa no ultravioleta-visivel ..., 101
Determinacéo do grau de acetilagdo da quitosana ............cccceeeveeeeiieeeiiiennnnnnn. 103
Producgéo de nanoesferas de quitosana por spray drying .........cccccceeeeennnnns 105
Microscopia eletronica de varredura ..............uuveiieeeeeeeeeeeiiiiee e 106
Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho ..............ccccoevvvvnnnnnn.. 108
Encapsulacdo da TMPyP em nanoesferas de quitosana por spray drying..... 109
Microscopia eletronica de Varredura .............uuuuiiiiieeeiiiieeiii e 110
D= Tor= Lo o (= =T L G 111
Absorcéao/reflectancia difusa no ultravioleta-visivel ..., 112

Porcentagem de TMPyP associada as nanoesferas de quitosana e
eficiencia de encapsuIaCaO0 .........coooiiiiiiiiiiiii 114

Avaliacao do perfil de liberagdo da TMPyP a partir das nanoesferas de

(o [U 10 1 T g - PR 115

Estudos de cito e fotoxicidade das nanoesferas de quitosana, TMPyP livre

e TMPyP encaspulada em nanoesferas de quitosana...............ccccceeeeevevnnnnnnn. 118
EStudos de CItOTOXICIAAE. ... ... e 118
Estudos de fOtoCIHOIOXICIHAAR. .....c..eeeee e 120

Estudo da interacdo entre a TMPyP e monocamadas lipidicas mediada

por quitosana como agente DioadesiVo ... 122

MEtodo da gota PENAENTE. .........uuuiiiiiii s 123

XX



4.10.2.

Filmes Langmuir-BlOdgett..........ouuueeiiii e 124

Filme LB composto por DMPA + DPPG ... 125
Filme LB composto por DMPA + DPPG + quitosana .........cccceeeeeeevveeevivnnnnnnnn. 127
CONCLUSOES ..ottt bbb 129
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oeiiieeeees oo 134
ANEXO ottt e aa 148

XXIV



Introducao

1. INTRODUCAQO

1. 1. Cancer: consideracoes gerais

Céancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em
comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e
orgaos, podendo espalhar-se (metastase) para outras regides do corpo. Dividindo-se
rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis,
determinando a formacdo de tumores (acumulo de células cancerosas) ou
neoplasias malignas. Por outro lado, um tumor benigno significa simplesmente uma
massa localizada de células que se multiplicam vagarosamente e se assemelham ao
seu tecido original, raramente constituindo um risco de vida.*

Os diferentes tipos de cancer correspondem aos varios tipos de células do
corpo. Por exemplo, existem diversos tipos de cancer de pele, pois esta é formada
de mais de um tipo de célula. Se o cancer tem inicio em tecidos epiteliais como pele
ou mucosas ele é denominado carcinoma. Se comeca em tecidos conjuntivos como
0ss0, musculo ou cartilagem é chamado de sarcoma. Outras caracteristicas que
diferenciam os diversos tipos de cancer entre si sédo a velocidade de multiplicacéo
das células e a capacidade de invadir tecidos e 6Orgaos vizinhos ou distantes
(metastases).!

As causas de cancer sao variadas, podendo ser externas ou internas ao
organismo, estando ambas inter-relacionadas. As causas externas relacionam-se ao
meio ambiente e aos habitos ou costumes préprios de um ambiente social e cultural.

As causas internas sdo, na maioria das vezes, geneticamente pré-determinadas e

estdo ligadas & capacidade do organismo de se defender das agressées externas.?
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Em um anudncio feito pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA), durante o 2°
Congresso Internacional de Controle de Cancer (ICCC 2007/INCA), realizado de 25
a 28 de novembro, marcando o Dia Nacional de Combate ao Cancer (27 de
novembro), a Estimativa 2008 de Incidéncia do Céancer no Brasil revela que
aproximadamente 470 mil novos casos da doenca deverdo ocorrer no pais em 2008
e 2009. Sem contar os casos de cancer de pele ndo melanoma, os tipos de cancer
com maior numero de novos casos no sexo masculino serdo os de pristata e
pulmao, enquanto em mulheres a incidéncia serd maior nos canceres de mama e
colo de Gtero.> Com relacdo aos dados mundiais, os registros mostram que 10
milhdes de casos foram diagnosticados em 2002 com 6 milhdes de mortes
ocasionadas por cancer. Previsdes estimam que em 2020 cerca de 15 milhfes de
novos casos sejam diagnosticados no mundo e 12 milhdes de pessoas venham a
falecer.

O Sistema Unico de Salde (SUS) registrou 423 mil internacdes por
neoplasias malignas em 2005 (Figura 1), além de 1,6 milhdo de consultas
ambulatoriais em oncologia. Mensalmente sao tratados cerca de 128 mil pacientes
em quimioterapia e 98 mil em radioterapia ambulatorial.

500.000
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300.000
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Fonte: Datasus. 2006.

Figura 1: Internacdes por neoplasias malignas no SUS (2000-2005).*
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Nos ultimos 5 anos ocorreu um aumento expressivo no numero de pacientes
oncologicos atendidos pelo SUS, o que pode estar refletindo uma melhora na
capacidade do sistema em aumentar 0 acesso aos recursos de tratamento
especializado. Este fato fez o governo federal aumentar gastos com a assisténcia

oncolégica de R$ 570,8 milhdes em 2000 para R$ 1,1 bilhdo em 2005 (Figura 2).

103% a mais nos dltimos 6 anos.
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Fonte: Datasus, 2006.

Figura 2 : Gastos federais em assisténcia oncoldgica.*

No inicio da histéria, o tratamento de cancer era feito por meio cirdrgico. Com
o desenvolvimento das técnicas do combate a doenca, o tratamento do cancer pode
ser feito através de cirurgia, radioterapia, quimioterapia ou transplante de medula
6ssea. Em muitos casos, é necessario combinar essas modalidades.® Além disso, o
surgimento de novas terapias como a hormonioterapia® e a imunoterapia’ tem
contribuido para os avanc¢os da oncologia.

A cirurgia normalmente € utilizada na remocéao fisica de tumores, localizados
na pele ou internamente. Por seguranca, geralmente é retirado uma regidao maior do
que a regido tumoral. Assim, a intervencéo cirdrgica pode resultar em amputacdes e
desfiguracéo do paciente, afetando a sua auto-estima e convivio social.

A radioterapia € um método capaz de destruir células tumorais, empregando

feixe de radiacdes ionizantes. Uma dose pré-calculada de radiacdo é aplicada, em
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um determinado tempo, a um volume de tecido que engloba o tumor, buscando
erradicar todas as ceélulas tumorais, com o menor dano possivel as células normais
circunvizinhas, a custa das quais se fara a regeneracao da area irradiada.

Existem varios tipos de radiacdo, porém as mais utilizadas sdo as
eletromagnéticas (raios-x ou raios gama) e os elétrons (estes disponiveis apenas em
aceleradores lineares de alta energia).

Embora a radioterapia exerca menos efeito sobre as células sadias do corpo
que sobre as células cancerigenas, as células normais também séo, com freqiéncia,
afetadas pelo tratamento. Por essa razdo, a radioterapia pode causar efeitos
colaterais. Uma vez que a radioterapia € um tratamento local administrado a uma
parte especifica do corpo, a maioria dos efeitos colaterais depende da parte do
corpo que sendo tratada. Os efeitos colaterais mais comuns sdo nausea, diarréia,
queda de cabelo, queimaduras na pele, cansaco e diminuicdo do numero de
glébulos brancos.?

A quimioterapia € o método que utiliza compostos quimicos, chamados
quimioterapicos, no tratamento de doencas causadas por agentes biologicos.
Quando aplicada ao cancer, a quimioterapia é chamada de quimioterapia
antineoplasica ou quimioterapia antiblastica. Os medicamentos para quimioterapia
sdo, também, conhecidos como citotéxicos.’

Algumas medicac¢des interagem com os receptores na superficie das células,
enquanto outras rompem o funcionamento normal do acido desoxiribonucleico
(DNA), para sustar a multiplicacdo. Com frequiéncia, séo administradas combinagdes
de medicac¢des quimioterapicas que atacam estagios diferentes do processo de
multiplicacdo celular, o que aumenta as chances de destruicdo de um nimero maior

de células doentes.*®
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Geralmente, a quimioterapia € um tratamento sistémico, no qual todo o corpo
é afetado de uma vez sO, e as medicacbes ndo atuam exclusivamente sobre as
células tumorais. As estruturas normais que se renovam constantemente, como a
medula 0ssea, 0s pélos e a mucosa do tubo digestivo, sdo também atingidas pela
acdo dos quimioterapicos. No entanto, como as células normais apresentam um
tempo de recuperacao previsivel, ao contrario das células neoplasicas, € possivel
gue a quimioterapia seja aplicada repetidamente, desde que observado o intervalo
de tempo necessario para a recuperacdo da medula 0ssea e da mucosa do tubo
digestivo. Por este motivo, a quimioterapia é aplicada em ciclos periédicos.°

Muitos dos efeitos colaterais, como anemia (diminuicdo dos glébulos
vermelhos do sangue), leucopenia (diminuicdo dos glébulos brancos do sangue),
alopecia (queda de cabelo), alteracGes gastrintestinais (nauseas, vomitos e diarréia)
e adinamia (prostracdo fisica), resultam dos danos causados pela quimioterapia
sobre as células normais do corpo. Recentemente, foram introduzidas medicacdes
de suporte que podem amenizar os efeitos colaterais.*°

Comparada aos tratamentos convencionais, incluindo cirurgia, radioterapia e
quimioterapia, a Terapia Fotodindmica (TFD) oferece a vantagem de ser um método
seletivo e efetivo para o tratamento de tecidos neoplasicos sem ocasionar danos aos

tecidos saudaveis ao redor.!!

1.2. Historico da Terapia Fotodinamica

As pesquisas indicam que o inicio da utlizacdo de luz visivel e de
fotossensibilizador (FS) ocorreu hé, aproximadamente, 4000 anos no Egito, na india
e na China cujas civilizacdes ingeriam extratos de plantas (contendo psolarenos),

seguida de exposicdo a luz do sol, para tratar pacientes com vitiligo ou psorfasis.***
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Entretanto, por ter sido a primeira publicacdo envolvendo esta técnica, a origem da
TFD foi atribuida a Raab, estudante de medicina em Munique (Alemanha) e aluno de
von Tappeiner, que em 1900 relatou o efeito letal da luz no protozoario paramécio
tratado com o corante acridina. Este efeito ndo foi observado na auséncia de
irradiacéo.**

A primeira aplicacéo clinica da TFD foi descrita por von Tappeiner e Jesionek
em 1903, que aplicaram a eosina topicamente ao carcinoma basocelular em
humanos antes da irradiacdo.'® Posteriormente, von Tappeiner e Jodlbauer
definiram TFD como a interacdo dinamica entre a luz, o agente fotossensibilizador e
oxigénio, resultando na destruicdo do tecido.™

Os estudos de fotocitotoxicidade da hematoporfirina IX (Hp 1X) foram iniciados
em 1908 por Hausmann, mediante administracdo da droga em camundongos e
exposicao a luz solar. Os resultados obtidos foram associados a destruicdo da
vascularidade tumoral.*®*” Por outro lado, Friedrich Meyer-Betz estudou o efeito da
atividade fotodindmica de Hp IX em humanos. Para isso, injetou em si proprio 200
mg desta porfirina e manteve-se dois dias sob protecdo da luz, sem apresentar
nenhum efeito dermatolégico. Apds este periodo, foi exposto ao sol e sofreu uma
forte reacdo de eritema solar, indicando que a Hp IX possui efeitos fototoxicos
(Figura 3). Ele observou que, protegendo o lado esquerdo da face, os efeitos ficaram
restritos ao lado direito. Além disto, Meyer-Betz apresentou fotossensibilidade

prolongada aos efeitos da TFD, que se estenderam por varios meses.*®
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Figura 3: Friedrich Meyer-Betz a) antes da aplicacdo de Hp IX e b) trés dias depois da
aplicacéo de Hp IX, com um dia de exposicéo a luz solar.*®

Posteriormente, em 1950, Schwartz demonstrou que o os efeitos colaterais
observados por Meyer-Betz ndo correspondiam a Hp IX, visto que este composto &
facilmente eliminado pelo organismo, mas sim a uma mistura de derivados diméricos
e oligpméricos da Hp IX proveniente do método de preparacéo.'® Esta mistura foi
chamada de derivado de hematoporfirina.

Em 1960, Lipson, aluno de Schwartz, sintetizou um derivado de
hematoporfirina (Photofrin® I, HpD) que possuia a propriedade de se localizar
seletivamente nos tumores, tornando-se assim o0 primeiro corante e a ser utilizado
clinicamente em terapia fotodinAmica (Figura 4).'> Lipson tratou com sucesso uma

mulher que possuia cancer de mama utilizando HpD e irradiagdo seletiva do tumor.
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Figura 4: Estrutura do fotossensibilizador HpD aprovado para aplicacéo clinica.

Estudos pré-clinicos, usando o HpD, foram realizados por Dougherty e
colaboradores em 25 pacientes e mostraram uma necrose parcial ou completa em
111 dos 113 tumores tratados. A purificacdo da HpD realizada por Dougherty levou a

producéo do Photofrin® II,

que é o fotossensibilizador mais utilizado e a primeira
droga aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) para o tratamento de
cancer de bexiga, puimdo e esdfago. Muitos trabalhos foram e estdo sendo
realizados, contribuindo para o0 desenvolvimento e aprovagcdao de novos
fotossensibilizadores pelos 6rgaos internacionais de vigilancia.

No Brasil a TFD esta se difundindo e vem sendo aplicada em alguns centros
especializados, como o Hospital do Cancer de Séao Paulo, o Hospital do Cancer de
Jau, Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, Hospital Sirio Libanés e Incor, em Séo
Paulo. Nao bastasse uma taxa de 80% de sucesso para 0s casos de cancer de pele

(ndo melanoma), pesquisas vém sendo feitas para aplicar a técnica também em

outras doencas.
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1.3, Prncipios da TFD - Mecanismos fotoquimicos e
fotolisicos

A Terapia Fotodindmica tem se tornado uma modalidade aceita para o
tratamento de cancer e varias doencas nao oncolégicas (psoriase, artrite reumatoide
sisttmica, degeneracdo macular da retina, micoses fungoides, infestacdes
bacterianas, verrugas, arterioesclerose).t2021:22:23.24

Na oncologia, a TFD consiste na administracdo sistémica ou local de um

fotossensibilizador, que se acumula preferencialmente em tecidos malignos, em

11,20,21,25,26

combinacao com oxigénio e luz (Figura 5).

Figura 5: llustragéio de um tratamento por TFD.*’

A irradiacdo do tecido doente é realizada com luz em um comprimento de
onda e dose energética apropriados e com um tempo adequado apls a
administracdo do FS, correspondendo a maxima retencdo do FS no tecido alvo. A
ativagdo do fotossensibilizador através da absorcao desta luz leva o farmaco do seu
estado energético fundamental (*FS) para um estado singlete excitado (*FS*).”® A
partir deste estado, o farmaco pode decair diretamente para o estado fundamental,
no fendbmeno chamado fluorescéncia, que é uma propriedade que pode ser utilizada
clinicamente para a fotodetecgdo. Entretanto, para obter um efeito fotodindmico

terapéutico, o fotossensibilizador deve sofrer conversdo eletrénica de spin para um
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estado triplete excitado, que é o estado fotoativo, (*FS*), num processo chamado
Conversdo Intersistema (CIS). Na presenca de oxigénio, o 3FS* pode reagir
diretamente com um substrato por transferéncia de proton ou de elétron, para formar
radicais ou ions radicais que podem interagir com o oxigénio para produzir produtos
oxigenados (mecanismo tipo I). Alternativamente, a energia do °FS* pode ser
diretamente transferida para o oxigénio para formar oxigénio singlete (*O,)
(mecanismo tipo Il), sendo este considerado a principal espécie ativa em TFD
(Figura 6).%>%°

As espécies reativas de oxigénio produzidas sdo citotoxicas e levam a
destruicdo seletiva dos tecidos neoplasicos.***? Estas espécies sdo responsaveis
pelo dano irreversivel a varias membranas celulares, incluindo a plasmatica, a

mitocondrial, a lisossomal e a nuclear.*

Tio | Radicais ou
_ / Ipe jons radicais
1Eg* {E IS
Abs Fluoresc.
Fosf.
1FS

Figura 6: Diagrama de Jablonski e mecanismos de acdo em TFD. As setas vermelhas séo
referentes a processos nao-radiativos e as setas azuis a processos radiativos.

1.4. Fotossenbilizadores - Porfirinas

Um dos caminhos essenciais para a evolucdo da terapia fotodindmica € o
desenvolvimento de novos fotossensibilizadores. O objetivo é encontrar compostos
que sejam tumor-seletivos, melhorem o acumulo no tecido maligno, penetrem na
célula tumoral, apresentem desejaveis propriedades fotoquimicas e fotofisicas e

sejam passiveis de producdo em larga escala, aumentando a acessibilidade da TFD
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para populacdo.®® A sintese e caracterizacdo de novos FS tém contribuido para a
concretizacdo deste objetivo e para o entendimento da relacdo existente entre
estrutura molecular e atividade, viabilizando o avanco da TFD.

Conforme ja foi mencionado no item 1.2, o primeiro fotossensibilizador
aprovado pelo FDA para ser utilizado clinicamente foi o Photofrin®, que é um
derivado de hematoporfirina e que apresenta outros variantes comerciais
(Photosan®, Photogem®, Photocarcinorin® e Haematodrex®).?**> Em virtude dos
bons resultados em estudos clinicos, o Photofrin® ja foi aprovado pelos 6rgdos de
salde de mais de 40 paises para tratamento de diversos tipos de cancer.?
Atualmente, mais trés compostos aprovados pelo FDA estdo sendo empregados na
TFD: o Visudyne® (verteporfina ou monoécido derivado de benzoporfirina) para o
tratamento da degeneracdo macular, o Levulan® (acido aminolevulinico) no
tratamento da queratose actinica e o Metvix® (aminolevulinato de metila) no
tratamento de queratose actinica e carcinoma basocelular (Figura 7).3*%¢3" E
importante ressaltar que o Visudyne® foi recentemente aprovado pela EMEA
(European Medical Agency) e a CPHA (Canadian Public Healthy Agency) para o
tratamento da degeneracdo macular.®* O Foscan® (m-tetrahidroxifenilclorina) (Figura
7) foi aprovado como fotossensibilizador pela EMEA para uso no tratamento de
carcinomas celulares da cabeca e do pescoco.*® Além disso, outros compostos

estdo sendo estudados em testes clinicos de fase I, Il e lll, para aplicacbes em

diversos tipos de cancer.
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O OH (@) OCH;
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Figura 7: Estruturas moleculares dos fotossensibilizadores aprovados para aplicacédo
clinica: a) Visudyne®, b) Foscan®, c) Levulan® e d) Metvix®.

Em geral, um fotossensibilizador precisa compreender determinados pré-
requisitos para que possa ser utilizado com sucesso na terapia fotodinamica, como
por exemplo:

1) Absorver na janela fototerapéutica (600-800nm),
2) Altos rendimentos quanticos de formacéo de estado triplete e de oxigénio singlete,
3) Solubilidade em meio fisiolégico, facilitando a aplicagéo do FS,
4) Baixa citotoxicidade no escuro,
5) Rapida eliminacdo pelo organismo, evitando que o individuo apresente
fotossensibilidade prolongada,
6) Passivel de produgdo em escala industrial,
7) Permeabilidade em tecido e seletividade tumoral.
Entre os compostos usados em TFD podemos destacar as porfirinas e seus

derivados, clorinas e bacterioclorinas, as ftalocianinas e naftalocianinas.®® Nesta
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tese, as porfirinas foram escolhidas como fotossensibilizadores a serem
encapsulados em matrizes poliméricas.

As porfirinas (Figura 8) e seus derivados, que podem conter substituintes
periféricos ou céations metalicos incorporados, sdo moléculas constituidas por quatro
anéis pirrolicos interligados por quatro pontes de um atomo de carbono cada (pontes
meso-metino). Sao substancias que possuem uma extensa conjugacao de ligacbes
1T, exibindo assim uma intensa coloracdo. Estes compostos tém sido utilizados em
muitas pesquisas como potenciais FS para a TFD de céancer, pois apresentam
propriedades fotofisicas adequadas para transferir energia as moléculas de oxigénio

molecular (O,) e produzir a espécie citotdxica *0,.4%*

Figura 8: Estrutura molecular base das porfirinas.

Neste trabalho de doutorado, as porfirinas modelos que foram encapsuladas

» 5, 10, 15, 20-tetra(4-sulfonatofenil) porfirina (TPPS,; — cuja estrutura
molecular sera apresentada na Figura 24)

» 5, 10, 15, 20-tetra(N-metil-4-piridil) porfirina (TMPyP - Figura 9).

Além destas porfirinas, uma metaloporfirina, a manganés(lll) 5, 10, 15, 20-
tetra(4-sulfonatofenil) porfirina (MnTPPS; - cuja estrutura molecular sera

apresentada na Figura 24), foi encpasulada com o uUnico propdsito de que o metal
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atuasse como sonda e possibilitasse a localizacdo da metaloporfirina no veiculo

carregador polimérico.

Figura 9: Estrutura molecular da TMPyP.

Sibone e colaboradores mencionam que para maximizar a eficiéncia da TFD e
minimizar os efeitos de toxicidade, uma variedade de fotossensibilizadores exégenos
esta sendo estudada para alcancar elevados rendimentos quanticos de *O,, rapida e
eficiente retencdo celular e rapida eliminacédo. Neste sentido, apontam a TMPyP, a
TPPS, e éteres de pirofeoforbide como sensibilizadores exdgenos apropriados para
a aplicacdo em TFD experimental.*?

Do ponto de vista econbmico e sintético a TPPS, é a porfirina solivel em
agua mais acessivel. Muitas aplicacdes potenciais tém sido reportadas para a
TPPS,, por exemplo, como fotossensibilizador para terapia fotodinamica devido as
suas propriedades fotoquimicas, fototoxicidade e consideravel afinidade
tumoral #4444 Esta significativa afinidade tumoral foi relatada por Winkelman e
colaboradores em seus estudos com tumores de ratos. Nestas pesquisas puderam
verificar que a TPPS, acumula até quatro vezes mais em tumores do que em outros

47,48

orgaos. Borissevitch e colaboradores mencionam em seus trabalhos a

Porfirinas nanoencapsuladas obtidas por ultra-som spray drying. 14



Introducao

importancia da TPPS, como fotossensibilizador para TFD experimental. Atraves de
propriedades fotofisicas, verificaram que ha interacdo da TPPS, com soro albumina
bovina (BSA) e que o tempo de vida do estado triplete excitado da TPPS,; em sua
forma monomérica é maior quando esta se encontra ligada a BSA do que livre.***°
As metaloporfirinas hidrossollveis sdo materiais interessantes em muitos
campos de aplicacdo, como, por exemplo, em processos oxidativos.**** Os
derivados metélicos da TPPS,; tém sido considerados prototipos de agentes de

contraste, especificos para tumores, em radiologia e ressonancia magnética. **°

1.9. Localizacio intracelular e mecanismos de destruicio
das células neoplisicas

A eficiéncia de um fotossensibilizador depende da sua interagdo com
componentes do plasma sanguineo, do acumulo nos tumores e da sua localizacéo
intracelular.

Os fotossensibilizadores administrados sistemicamente tendem a acumular
preferencialmente em tumores, deixando o tecido normal intacto. A explicacdo para
este acumulo preferencial ainda nédo estad totalmente elucidada, porém, fatores
relacionados com a arquitetura do tumor e propriedades do fotossensibilizador
podem influenciar nesta seletividade. A entrada passiva do FS pode ser resultado da
alta taxa de divisdo celular das células neoplasicas, deficiente drenagem linfatica,
vasculatura comprometida e maior interacdo entre o FS e a célula neoplasica,
devido a carga, tamanho e estrutura do FS.>

Uma possivel explicacdo para o acumulo preferencial dos
fotossensibilizadores nos tumores € a ligacéo entre as substancias fotossensiveis e

lipoproteinas de baixa densidade (LDL), localizadas nas células tumorais e nas
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células endoteliais vasculares do tumor.*® Como a maioria das células tumorais
apresentam maior concentracdo de receptores deste tipo de lipoproteina em
comparacdo as células normais, ha um acumulo preferencial dos
fotossensibilizadores sobre o tecido tumoral, de maneira que tem sido aceito que a
seletividade aumenta com o carater lipofilico do agente fotossensibilizante.*®*!
Entretanto, nem todos os tumores apresentam elevada concentracdo de receptores
LDL e, neste caso, o fotossensibilizador pode se ligar a lipoproteinas de alta
densidade (HDL) e albumina, fato que permite a retencdo do fotossensibilizador no
estroma tumoral sem o intermédio de receptores.>® Outros fatores que podem
contribuir para a retencdo do FS nos tumores, sao a alta quantidade de colageno no
estroma tumoral, que tem mostrado ligar porfirinas, e a alta quantidade de lipidios
nos tecidos neoplasicos e que apresentam consideravel afinidade por corantes
lipofilicos.*®

As membranas biologicas estdo entre os principais alvos da TFD.>* Os
estudos tém mostrado que os fotossensibilizadores podem ser localizados na
membrana plasmaética, lisossomos, mitocondria e citoplasma.?**%** Kessel e
colaboradores demonstraram em seus estudos que os fotossensibilizadores
localizados na mitocondria induzem a morte celular por apoptose. Por outro lado, os
fotossensibilizadores localizados no lisossomo e ha membrana plasméatica provocam
a morte celular por necrose.>>*°

Necrose e apoptose sdo dois mecanismos distintos de morte das células
eucaridticas. A necrose geralmente ocorre devido a lesdes fisicas, ocasionadas por
agentes fisicos, agentes quimicos e agentes bioldgicos. Esses agentes provocam o

comprometimento dos niveis celulares de respiracdo aerdbica, de sintese protéica,

de manutencdo da integridade das membranas celulares e de manutengéo da
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capacidade de multiplicacdo celular (RNA - &acido ribonucléico - e DNA). As
membranas das células necréticas perdem a sua integridade, ocorrendo
extravasamento de substancias contidas nas células. Como consequéncia da
necrose ocorre inflamagcdo nos tecidos adjacentes para a eliminacdo dos tecidos
mortos e posterior reparo. Durante este processo inflamatério acumulam-se
leucdcitos na periferia do tecido lesado, que liberam enzimas uteis na digestdo das
células necroticas.

A apoptose é uma morte geneticamente programada devido aos danos
genéticos subletais que sinalizam a uma série de proteases, como as caspases,
para catalisar reacOes hidroliticas responsaveis pela clivagem e inativacdo de
proteinas que protegem as células da morte. Ao contrario da necrose, a célula em
apoptose murcha e é removida pelo sistema de defesa.

O fato da apoptose ndo causar processos inflamatorios na regido irradiada €
vantajoso para 0s pacientes com cancer, quando comparada a uma massiva
necrose e uma subsequente inflamagéo da regido necrosada. Neste sentido, as
mitocondrias tém se mostrado um alvo chave para a TFD, uma vez que a literatura
reporta a indugcdo da morte celular por apoptose pelos fotossensibilizadores
localizados na mitocondria.

Outrossim, a literatura relata um acumulo preferencial de fotossensibilizadores
catibnicos no interior das mitocéndrias. A for¢ca motriz para isto € o potencial
eletrostatico que existe na membrana interna da mitocéndria e que é causado pelo
bombeamento de protons para fora da membrana mitocondrial, gerando um acimulo
de cargas negativas no interior desta organela (Figura 10). Além disso, as células
tumorais exibem um elevado nimero de mitocéndrias, o que aumenta a seletividade

de corantes catidnicos pelas células neoplasicas.”® Embora a literatura ainda
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mencione a importancia de determinado grau de lipofilicidade nos corantes
cationicos para melhorar a seletividade pelas mitocéndrias, decidimos utilizar a

TMPyP como fotossensibilizador modelo nos nossos estudos de encapsulacéo.

Membrana externa

BRRLRE B DD D DD DD DD D 5
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Membrana interma
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m Matriz
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mitocondrial _ Cristas
m4tocondrla|s/

Figura 10: Representacdo do bombeamento de prétons que ocorre na mitocondria.®’

Uma das estratégias que vem sendo adotada para melhor a seletividade do
fotossensibilizador pelo tecido alvo envolve sua encapsulagcdo em sistemas
carregadores, como lipossomos, particulas poliméricas, micelas e etc, conforme sera

abordado no item seguinte.

1.6. Veiculo carregador em Terapia Fotodinamica

As formas farmacéuticas de liberacdo imediata como os comprimidos e as
capsulas atualmente dominam o mercado farmacéutico e a administracdo oral
continua sendo a via de administracdo mais comum. Entretanto, é de grande
interesse que as formas farmacéuticas liberem o farmaco na quantidade, no local e

no momento adequados. Assim, as estratégias que prolongam o tempo de acao,

Porfirinas nanoencapsuladas obtidas por ultra-som spray drying. 18



Introducao

reduzem a frequéncia de administracdo e que promovem a incorporacao do farmaco
apenas no local desejado tém recebido grande atencéo.

Conforme discutido no item 1.4, existem caminhos que contribuem para o
desenvolvimento da TFD. Enquanto a descoberta de FS novos e mais potentes
continua em desenvolvimento, muita atencdo vem sendo dada a utilizacdo de
veiculos carregadores, que tem contribuido para aumentar a eficiéncia dos FS e,
consequentemente, o progresso da TFD.

Através de um levantamento realizado na web of science,*® relacionando os
tépicos Photodynamic Therapy (Terapia Fotodinamica) e Drug Delivery (Veiculo
Carregador), é possivel verificar um crescente interesse e importancia destas areas
de pesquisa, caracterizados, principalmente, por um aumento no numero de
publicacdes a partir do ano 2000 e de grupos que acreditam no papel dos veiculos

carregadores em TFD.
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Figura 11: Numero de publicacdes envolvendo os temas Photodynamic Therapy and Drug
Delivery por ano. Fonte: Web of science — outubro de 2008.

Para ser aplicavel em TFD, o sistema carregador ideal deve permitir o
acumulo seletivo do FS dentro do tecido doente, para que ocorra pouca ou henhuma

retencdo pelas células sadias. Além disso, os carregadores devem ser capazes de
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incorporar 0 FS sem causar perda ou alteracdo da sua atividade. Levando-se em
conta a grande probabilidade de haver reaplicacdo, o veiculo empregado deve ser
biodegradavel e apresentar baixa ou nenhuma imunogenicidade.**

Outra razdo para se utilizar veiculos carregadores € proporcionar um
ambiente onde o FS possa ser administrado em sua forma monomérica.*>%
Muitos fotossensibilizadores tendem a agregar em meio aquoso devido a sua
estrutura quimica, e esta caracteristica € um dos fatores que diminui a sua eficiéncia
in vivo, pois ocasiona uma diminuicdo da biodisponibilidade e limitagdo das
propriedades fotofisicas, como conversdes internas nao radioativas, diminuicdo do
tempo de vida do estado triplete e reducéo da capacidade de fotoexcitacdo. **?*

A retencdo dos fotossensibilizadores pelas células tumorais pode ser
aumentada mediante o emprego de veiculos carregadores que tém afinidade pelo
tecido alvo.®® Exemplos destes veiculos sdo lipossomos, os conjugados e os géis
poliméricos, as micelas e as particulas poliméricas (micro e nano). 1+:616263

Nesta tese as nanoparticulas poliméricas foram escolhidas como veiculo
carregador, pois este tipo de sistema vem sendo muito estudado e pode ser
considerado um carregador promissor para a veiculagdo de FS e demais farmacos
para uma liberacdo sustentada e seletiva. As nano e microparticulas séo
carregadores solidos que contém um farmaco encapsulado (incorporado) em sua
estrutura e que oferecem vantagens em relacdo aos demais veiculos.*® Os
lipossomos, por exemplo, apresentam limitagbes como curto tempo de vida e
instabilidade fisica e quimica em ambiente biolégico.>*°® As vantagens apresentadas
pelas particulas poliméricas sao:34%

a) as caracteristicas fisico-quimicas permanecem inalteradas por longos periodos,

permitindo maiores tempos de estocagem,
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b) podem ser administradas via diferentes rotas (oral, nasal, pulmonar, topica,
intramuscular ou subcutanea). Além disso, se apresentarem diametro da ordem de
nandmetros, as particulas podem ser administradas pela via endovenosa,

c) séo passiveis de producdo em larga escala,

d) elevada eficiéncia de encapsulacao,

e) uma grande variedade de materiais pode ser empregada como carregadores.

O FS néo deve ser citotdéxico na auséncia de luz e, desta forma, somente as
areas irradiadas serdo afetadas, mesmo que o FS tenha infiltrado em células
sadias.?>*° Esta seletividade, como ja foi mencionado, pode ser aumentada pela
incorporacao de fotossensibilizadores em veiculos carregadores ou pela conjugacao
destes com agentes-alvos ou carboidratos, que possuem elevada afinidade pelo
tecido doente, principalmente os neoplasicos.”> Além disso, as nhanoparticulas
podem acumular no tumor devido a atividade endocitética aumentada e danos na
vasculatura do tumor.®®

Outro beneficio proporcionado pelos veiculos carregadores em TFD é o
aumento do efeito fototoxico, conforme demonstrado por Konan e colaboradores.
Eles relataram a encapsulacdo da meso-tetra(hidroxifenil) porfirina (p-THFP) em
nanoparticulas de PLGA (poli(acido latico-co-acido glicdlico)) e de PLA (poli(acido
latico)). Neste estudo, o ensaio de terapia fotodinAmica foi realizado em células
EMT-6 de tumor mamario de rato e a atividade fotodinamica da p-THFP incorporada
nas nanoparticulas foi comparada com a da p-THFP livre.?> Foi observado que,
embora os processos de entrada e localizacdo na célula tenham sido similares,
todas as formulagbes de p-THFP incorporada nas nanoparticulas apresentaram

fototoxicidade maior do que a p-THFP livre e na mesma concentracéo. Este efeito

Porfirinas nanoencapsuladas obtidas por ultra-som spray drying. 21



Introducao

ocorreu devido a uma maior retencao das formulacées nanoparticuladas em relacéo
a p-THFP livre.

Roby e colaboradores e Vargas e colaboradores, também relataram que
porfirinas encapsuladas exibem a atividade terapéutica maior do que a respectiva
porfirina livre.?*3°

Considerando-se 0s beneficios que a encapsulacdo de FS em particulas
poliméricas pode trazer para a TFD, a verteporfirina, ou monoacido derivado de
benzoporfirina, (Figura 7a) foi o primeiro FS encapsulado (Visudyne) em lipossomo
aprovado pelo FDA para o tratamento da degeneracéo macular da retina.*®

O termo nanoparticula, aplicado a liberacdo controlada de farmacos, € amplo
e refere-se a particulas com tamanho menor que 1 pum (principalmente de 1 —
200 nm) e a dois tipos de estruturas diferentes, nanoesferas e nanocapsulas.®”®®
Denominam-se esferas aqueles sistemas em que o farmaco encontra-se
homogeneamente disperso ou solubilizado no interior da matriz polimérica. Desta
forma obtém-se um sistema monolitico, onde ndo é possivel identificar um ndcleo
diferenciado. Nanocéapsulas, ao contrario, constituem os chamados sistemas do tipo
reservatorios, onde € possivel se identificar um ndcleo diferenciado, que pode ser
sélido ou liquido. Neste caso, a substancia encontra-se envolvida por uma

membrana, geralmente polimérica, isolando o ndcleo do meio externo (Figura

12).69,70
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Figura 12: Representacdo esquematica de a) um sistema reservatdrio (nanocapsula) e b)
um sistema matriz (nanoesfera).”

Indmeros métodos permitem encapsular um material ativo. A diferenca basica
entre estes meétodos esta no tipo de envolvimento ou aprisionamento do material
ativo pelo agente encapsulante, sendo que a combinacdo entre o material e o
agente pode ser de natureza fisica, quimica ou fisico-quimica. Entre os métodos
fisicos, um dos mais conhecidos € o spray drying e esta foi a técnica escolhida neste
trabalho de doutorado.”” Para a producdo das nanoparticulas, polimeros
biocompativeis e biodegradaveis tém sido preferencialmente empregados, uma vez
que s&o eliminados do corpo como pequenos fragmentos nao-téxicos.” Entende-se
como biocompativel, todo material que pode ser implantado ou colocado em contato
com tecidos ou 6rgdos do corpo humano sem provocar qualquer tipo de reacdo
adversa ao organismo por rejeicdo ou contaminacdo. Ja a palavra biodegradavel,
compreende todo material que degrada em fragmentos menores e pode ser
excretado pelo corpo. Estes produtos de degradacdo ndo séo toxicos e ndo devem
criar nenhuma resposta inflamatoria.

Os unicos polimeros aprovados pelo FDA sdo os polimeros de acido PLA,

acido glicolico (PLG) e o copolimero PLGA. Porém, estes polimeros tém custos
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muito levados. Para se ter uma idéia, cada grama do PLGA (50:50) que é
amplamente relatado na literatura custa R$ 330,00 reais.”* Nesta tese,
polissacarideos foram propostos e utilizados como polimeros biodegradaveis e
biocompativeis. A quitosana e a dextrina foram os polissacarideos escolhidos e o
grama de cada polimero &, respectivamente, R$ 0,08 e 0,30 reais.” Além da
biocompatibilidade, a selecao destes polimeros foi baseada na importancia de serem
economicamente viaveis, pois sendo de baixo custo possibilitou a realizacdo de
varios experimentos para o desenvolvimento do spray dryer, conforme sera discutido
no 3.1, e poderiam gerar produtos mais acessiveis a populacdo. A solubilidade
destes polissacarideos em meio aquoso também foi uma caracteristica relevante na
escolha, pois o spray dryer projetado pelo grupo contém partes que podem ser

atacadas por solventes organicos.

1.6. 1. Polissacarideos Naturais

Os carregadores comumente utilizados no processo de veiculagdo de
farmacos incluem os carboidratos. Em particular, nanoparticulas baseadas em
polissacarideos naturais tém ganhado mais atencdo no desenvolvimento de
sistemas carregadores de bioativos, por serem flexiveis em relacdo ao perfil de
liberacdo desejavel e custo-efetivos. Além disso, as matrizes de polissacarideos
biodegradaveis sdo interessantes, pois apresentam uma elevada capacidade de
incorporacao, baixa imunogenicidade e excelente biocompatibilidade, uma vez que
sdo degradados a produtos naturais no corpo humano.’® "’

Os carboidratos sdo as biomoléculas mais abundantes na natureza e sao

definidos, quimicamente, como poli-hidroxi-cetonas ou poli-hidroxi-aldeidos. Certos

carboidratos, como o amido, sdo a base da nutricdo humana e a oxidacdo destes
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compostos € a principal via metabdlica fornecedora de energia em muitas células.
Os carboidratos formam compostos pela unido de duas ou mais moléculas de
monossacarideos, sendo classificados como dissacarideos, oligossacarideos e
polissacarideos. Os monossacarideos sdo unidos covalentemente entre si por uma
ligacdo glicosidica na forma a ou 3. Os carboidratos sdo estaveis em meio basico,
porém sao relativamente instaveis em meio aquoso acido, meio no qual sofrem
hidrélise com relativa facilidade.”® "

Um dos polissacarideos utilizados nesta tese foi a dextrina (Figura 13), que é

um polimero linear, obtido através da hidrélise acida do amido e composto por

unidades de D-glicose unidas por ligacdes (al - 4).

OH
H H OH

HO O L
OH HO O

Figura 13: Estrutura molecular da dextrina.

O outro polissacarideo empregado como matriz polimérica nesta tese foi a
quitosana, ou poli[B-(1-4)-2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose], € um polissacarideo

biodegradavel constituido por dois monossacarideos, a -D-glicosamina e a N-acetil-

8081 £ obtida pela

B-D-glicosamina, unidos por ligacdo glicosidica [((1-4).
desacetilagdo alcalina da quitina, que é um polissacarideo de ocorréncia natural na
estrutura esquelética de muitas classes que compdem o grupo dos invertebrados

(Figura 14a,b).8##38% A quitina é o segundo polissacarideo natural mais abundante,

ficando atras apenas da celulose.®® Na reacdo de desacetilacdo o grupo acetamido
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da quitina pode ser convertido no grupo amino para produzir a quitosana (Figura

15).86
a) _
O CH3
O CH3 @) CH3
L _n
b) _
@) CH3
L Jn
Figura 14: Estruturas moleculares da a) quitina e b) quitosana.
O) @)
)J\ >< )J\ +
HsC NHR == p,C \UNHR = e OH ENHR
‘OH

2 == OH + NH,R

H-O-H NHR

Figura 15: Mecanismo simplificado da reacdo de desacetilagdo alcalina da quitina.

A quitosana encontra muitas aplicacdes nas areas farmacéutica e biomédica
e, por isso, tem sido extensivamente revisada na literatura. A quitosana tem sido
estudada como veiculo carregador de farmaco, na producdo de membranas para a
regeneracao da pele e como aditivo alimentar para reducdo de peso (diminuindo a

absorcdo de gorduras).’” Esta potencialidade é devida & suas favoraveis
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caracteristicas como ndao-toxicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e
. . . 88,89 . ~ ~ o
propriedades bioadesivas. A quitosana nao provoca reacdes alérgicas ou
rejeicbes, uma vez que € degradada lentamente para produtos “inofensivos”
(aminoacucares) que podem ser incorporados pelo corpo humano, através das vias
metabdlicas, ou excretados (Figura 16).”"’®® Esta degradacdo ocorre devido a
susceptibilidade da quitosana ser hidrolisada por enzimas, como a lisozima.

Entretanto, 0 mecanismo de degradacéo ainda ndo est4 completamente elucidado.”

H OH
H_o
- OH
HO H
HO OH
H NH H o
| HO
H o—C H HO " OH
| NH,
CHs H H
N-acetil- B-D-glicosamina -D-glicosamina

Figura 16: Produtos de degradacéo da quitosana.

Embora a solubilidade da quitosana seja influenciada pela massa molecular, a
extensdo da desacetilagdo também tem efeito na solubilidade do polimero. O grau
de desacetilagdo aumenta o numero de grupos amino livres (-NH;), que modificam
as interacBes hidrofébicas com a agua.?® A quitosana é uma base Bronsted-Lowry
fraca com um valor de pKa do residuo B-D-glicosamina em torno de 6,2 — 7,0, sendo,
portanto, insolivel em solu¢des neutras e alcalinas. Entretanto, em solucdes acidas
este polissacarideo forma sal através da protonacdo dos grupos amino, resultando
na formacdo de um polimero soltvel e positivamente carregado.’* Esta protonacéo

em pH acido foi importante neste projeto, pois permitiu a solubilizacdo da quitosana
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em meio aquoso, podendo, portanto, ser escolhida como matriz polimérica. Além
disso, sua insolubidade em pH fisiolégico possibilitou uma liberacdo controlada,

conforme sera demonstrado no item 4.8.

1.7. 1écnicas de encapsulacio - Spray Drying

A técnica de encapsulacao surgiu da idealizacdo do modelo celular. Neste, a
membrana que envolve e protege o citoplasma e os demais componentes exerce, ao
mesmo tempo, outras funcdes, como controlar a entrada e saida de material da
célula.”” De maneira semelhante, a encapsulacdo é uma técnica em que uma
membrana (agente encapsulante), geralmente um polimero, envolve pequenas
particulas de compostos solidos ou liquidos, com o objetivo de oferecer protecédo ao
material ativo do meio circundante, como efeitos indesejados de temperatura, pH e
incompatibilidades quimicas, modificar caracteristicas fisicas e quimicas, prevenir a
perda de volateis e controlar a liberagéo.?0:9%93%4

Existem varios métodos de encapsulacdo, como, por exemplo, coacervacdo,®
nanoprecipitacéo,”® emulséo-evaporacdo de solvente® e spray drying®. De maneira
geral, o método escolhido deve manter a estabilidade e funcdo do material ativo e

1.8% A técnica de spray drying foi escolhida neste projeto por ser facil

ser reprodutive
de operar e ser passivel de aplicacdo em larga escala.

Spray drying é, frequentemente, considerado como um processo de
desidratacdo empregado com sucesso nas Industrias Quimica e Alimenticia para a
secagem de amostras fluidas, levando a producdo, por exemplo, de leite em pg,
sopas instantaneas, sucos e detergentes.’® Entretanto, a técnica spray drying é uma

tecnologia importante e que esta sendo amplamente empregada nas &reas

farmacéutica e bioquimica e na industria de alimentos, como método de
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encapsulacdo, uma vez que o0 material ativo é aprisionado fisicamente dentro de
uma matriz protetora, que € essencialmente inerte ao material a ser
encapsulado.'%*%

O processo spray drying (nebulizacdo e secagem) envolve a transformacao
de um material de partida no estado fluido (solucédo, emulséo, suspensao ou pasta)
para um material particulado seco, através da nebulizacdo do fluido num meio de
secagem aquecido (Figura 17).'%* Esta técnica envolve a evaporacdo do solvente do
material através da mistura da névoa com o ar aquecido. O processo completo de

spray drying consiste basicamente na sequéncia de quatro processos: nebulizagéo

do material de partida (alimentacdo), mistura da névoa com o ar, evaporagao e

100,102,103,104

separacao do material particulado seco.

MEBULIZACAO

PARTICULA |

EVAPORAGAO DO SOLVENTE

[2l]

=

Figura 17: Representacao ilustrativa do processo spray drying.

Na nebulizacédo a alimentacado € dividida em muitas nano/microgotas. Assim,
a area superficial do liquido é grande, proporcionando uma boa troca de calor.®*
Desta forma, a evaporacdo do solvente é rapida e a temperatura das gotas é
mantida abaixo da temperatura do ar de secagem, por iSso, 0 processo spray drying

pode ser aplicado para materiais sensiveis ou ndo & temperatura.'®
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A selecéo do nebulizador é uma das mais importantes escolhas na montagem
de um spray dryer e tem efeito significativo sobre a distribuicdo das particulas secas.
Os nebulizadores comuns s&o: disco rotativo, bico pressurizado e pneumaticos
(duplo fluido).*®? Entretanto, a nova técnica de spray drying consiste na nebulizacdo
da alimentac&o fluida através de um nebulizador ultra-s6nico.*®® Desta maneira, as
goticulas sdo geradas por cavitacao.

Vérios fatores podem afetar a morfologia das particulas produzidas por spray
drying. Entre eles, podem ser citadas a temperatura, a concentracdo da solucéo, o
fluxo do gas de arraste, o tempo de evaporacao do solvente e o tempo de difusédo do
solvente.’®® Dentre estes fatores, o efeito da concentracdo da solucdo polimérica no

tamanho das particulas de dextrina foi estudado nesta tese.
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2. OBIETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:
1) Projetar e desenvolver um equipamento spray dryer (de baixo custo) com
nebulizador ultrasonico,
2) Encapsular porfirinas em nanoesferas de polimeros biodegradaveis por spray
drying,
3) Avaliar a morfologia e a distribuicdo de tamanho das nanoesferas obtidas,
4) Determinar a porcentagem de porfirina associada as nanoesferas e a eficiéncia de
encapsulacéo,
5) Estudar a cinética de liberacdo do fotossensibilizador a partir das nanoesferas,
6) Avaliar a citotoxicidade e fotocitotoxicidade das nanoesferas de quitosana, da
TMPyP livre e da TMPyP incorporada em nanoesferas de quitosana utilizando

células neopléasicas da linhagem J774-A1.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Desenvolvimento de um spray dryer

Os objetivos principais desta tese de doutorado foram projetar e desenvolver
um equipamento spray dryer e encapsular porfirinas em nanoesferas de polimeros
biodegradaveis por spray drying.

Para esta etapa de desenvolvimento, a dextrina (Figura 13) foi utilizada como
matriz polimérica por ser biodegradavel, biocompativel e, principalmente,
economicamente viavel.

Os principais componentes de um equipamento padrdo de spray dryer
incluem o aquecedor de ar, bomba peristaltica, nebulizador, cAmara de secagem, o
ciclone e um recipiente para coletar o produto seco (Figura 18). Em nosso
laboratorio estavam disponiveis as seguintes partes: um sistema de ultra-som
(Nevoni®, 1,66 MHz) empregado como nebulizador por ultra-som, um micro-
compressor (Vigo® Ar) utilizado para carregar as gotas formadas através da camara
de secagem e um forno tubular com duas zonas de temperatura (EDG®, 10P-S)
usado como camara de secagem. Para montarmos nosso spray dryer foi necessario

projetar a disposicdo dos componentes e o sistema de coleta do material seco.
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Nebulizador

Bomba peristaltica
Camara de secagem

Alimentagao

Ciclone :
Sistema de controle

Microparticula

Figura 18: Representagdo de um spray dryer comercial e suas respectivas partes.

Até atingirmos a disposicao adequada, foram projetadas varias configuragcdes
na tentativa de produzir esferas de dextrina. As diferencas entre estas configuragdes
estavam relacionadas as seguintes variacoes:

. Temperaturas de entrada e saida do forno;
. Posicbes (horizontal, ligeiramente inclinado, ou vertical) do forno e do ultra-

som gerador das gotas;

. Concentracao da solucéo de polimero;

. Sistema de coleta das particulas produzidas;

. Presenca ou auséncia de manta de aquecimento com diferentes
temperaturas;

. Dimenso6es do tubo de vidro interno da camara de secagem.

Em seguida serdo apresentadas as varias configuragcbes montadas e as

condig¢des utilizadas:
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1° Experimento:

A alimentacdo do sistema foi composta uma solugcdo aquosa de dextrina

2,0 mg mL™ e o aparelho utilizado foi montado da seguinte maneira:

1)

Nebulizador ek b 250°C
Ultra-som

o

100°C

o ——

Baldo Coletor

Figura 19: Esquema da aparelhagem utilizada na producdo de nanoesferas de dextrina.

Na Figura 19, é possivel verificar que o forno tubular foi disposto na vertical, a
nebulizacdo foi realizada de cima para baixo em co-corrente com o fluxo de ar
guente, a temperatura de entrada (Te) foi 250°C, a temperatura de saida (Ts) foi
100°C e um baldo de fundo redondo de duas bocas e com capacidade para
100,0 mL foi utilizado como recipiente coletor do material seco.

No processo, foram adicionadas aliquotas de 10,0 mL da solucdo de dextrina
nebulizador por ultra-som e ao todo foram nebulizados 50,0 mL de solucéo.

Com esta montagem e condi¢des escolhidas ndo foi possivel obter material

Seco no sistema coletor, pois o vapor de agua condensou dentro do balao.
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2° Experimento:

A Unica diferenca entre o 1° e 2° experimentos foi a concentracdo da solucéao
polimérica, que neste caso foi 4,0 mg.mL™.
Novamente as condi¢cdes escolhidas ndo foram adequadas para a producao

de particulas secas, pois o vapor de agua condensou dentro do baléo.

3° Experimento:

A solucdo de dextrina preparada, as temperaturas escolhidas e a posicao da
aparelhagem foram iguais ao 1° experimento. Entretanto, no baldo de duas bocas foi
colocada uma manta de aquecimento, cuja temperatura foi mantida a 70°C.

N&o foi possivel produzir particulas secas, pois 0 vapor de agua condensou e

ficou retido no balao coletor.

4° Experimento:

A Unica diferenga entre esta tentativa e a 32 tentativa foi a temperatura da
manta, que neste caso foi 120°C. Foi utilizada uma temperatura maior que o ponto
de ebulicdo da &gua para impedir que esta condensasse e ficasse retida no baldo.
Entretanto, devido a temperatura da manta e ao tempo do experimento, a dextrina

retida no baldo coletor degradou, ndo sendo possivel obter particulas.

5° Experimento:

A solucéo de dextrina preparada, o volume total nebulizado e as temperaturas
escolhidas foram iguais a 12 tentativa. Entretanto, o equipamento foi utilizado de
modo que o forno tubular ficasse numa posi¢ao inclinada em, aproximadamente,

45°.
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N&o foi possivel produzir particulas de dextrina, pois o vapor de agua

condensou e ficou retido no baldo coletor.

6° Experimento:

A solucdo de dextrina preparada e as temperaturas de entrada e de saida
foram iguais a 12 tentativa. Entretanto, a posicdo do equipamento foi alterada para a

seguinte maneira:

250°C 100°C
+
g
Nebulizador
Ultra-som Baldo Coletor

Figura 20: Esquema da aparelhagem utilizada na producéo de nanoesferas.

Néo foi possivel produzir particulas de dextrina, pois o vapor de agua

condensou e ficou retido no baldo coletor.

7° Experimento:

A solugdo de dextrina preparada e as temperaturas de entrada e de saida
foram iguais a 22 tentativa. Entretanto, a posicdo do equipamento foi alterada para a
posicdo semelhante ao esquema da Figura 20.

Esta configuracao e as condi¢Oes escolhidas nao foram suficientes para evitar
gue o vapor de agua condensasse e ficasse retido no baldo coletor, impossibilitando

a obtencao das particulas de dextrina.
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8° Experimento:

Como se pode observar na Figura 20, uma grande parte do tubo ficou fora do
forno na entrada e na saida. Assim, parte da solugdo acabou acumulando antes da
entrada e antes do baldo de coleta. Foi decidido, portanto, colocar o nebulizador
bem préximo a entrada do forno. Com isso, uma parte maior do tubo ficou para fora
na saida do forno e, para manter esta extremidade aquecida, foi enrolada uma fita
de aquecimento mantida a 100°C.

250°C 100°C
<D< hea
. b : . agquecimento

E B o I e

A A i I

MNebulizador
Ultra-som Baldo Coletor

Figura 21: Esquema da aparelhagem utilizada na producédo de nanoparticulas, com a fita de
aguecimento na saida do forno.

Neste caso, de maneira semelhante aos demais experimentos, o vapor de

agua condensou e ficou retido no baldo coletor.

9° Experimento:

Para ndo utilizar mais a fita de aguecimento e simplificar o sistema da Figura
21, o tubo de vidro foi reduzido ao tamanho do forno. Além disso, as temperaturas
de entrada e saida foram alteradas para 280°C e 265°C, respectivamente. A
concentracdo da solucdo aquosa de dextrina foi 4,0 mg mL™.

ApOs nebulizar toda a solucéo, foi possivel recolher amostra de dextrina seca
no baldo coletor. Entretanto, a quantidade recuperada (~1% em massa) foi muito

pequena e concluiu-se que o restante da dextrina foi carregado pelo vapor de agua.
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10° e 11° Experimento:

Com a obtencdo de material seco ap6s a nebulizacdo na 92 tentativa, foi
decidido repetir o mesmo procedimento mais duas vezes para verificar a massa de

dextrina recuperada. Novamente, a quantidade de dextrina seca em cada tentativa

foi 1% da massa inicial.

12° Experimento:

Nesta tentativa, a concentracdo da solucdo polimérica utilizada foi
4,0 mg.mL™ e o aparelho foi montado conforme esbocado na Figura 22. Nesta
configuracdo, o forno tubular voltou para a posicado vertical, o nebulizador foi
conectado diretamente ao tubo de vidro interno, permitindo gerar a névoa da solucéo
de dextrina dentro do forno, e no baldo coletor foi colocado um intermediario de
rotaevaporador para que este atuasse como trap de seguranca, impedindo que o

vapor de agua condensado retornasse ao balao coletor.

Trap de
Seguranga Baldo
Coletor

s =
w23 [ 265°C
e |2
? .
E] ﬂ :
i
1 :' of 280°C
1 .l:. i
2 = El

MNebulizador
Ultra-som

Figura 22: Esquema da aparelhagem utilizada na producéo de nanoesferas.
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A temperatura de entrada utilizada foi 280°C e a temperatura de saida foi
265°C. Aliquotas de 10,0 mL de solucéo foram adicionadas ao sistema de ultra-som
e ao foram nebulizados 50,0 mL.

No baldo coletor foi possivel recuperar uma pequena quantidade de dextrina
seca (~2,5 % em massa), que foi caracterizada morfologicamente por microscopia
eletronica de varredura (MEV). No trap de seguranca ocorreu a condensacao do
vapor de agua. Esta agua foi transferida para um béquer, previamente pesado, e
aguecida a 100°C. Quando a agua evaporou completamente, a dextrina que estava
dissolvida foi pesada e a massa correspondente era 53% da massa inicial. Assim, foi
concluido que o restante de dextrina foi carregado junto com o vapor de agua que
nao condensou no trap de seguranca.

ApOos montar o equipamento conforme demonstrado na Figura 22 e
analisarmos seu funcionamento, verificamos que estdvamos proximos de conseguir
elaborar um sistema que separasse o vapor do p6 formado, funcdo esta que é
realizada pelo ciclone no spray dryer comercial, e aumentar a recuperacdo do

material seco.

13° Experimento: configuracao final

A configuracdo final (Figura 23) foi obtida através do uso de uma solucao
aquosa de dextrina na concentracdo 20,0 mg mL™. As temperaturas de entrada e de

saida foram 280°C e 275°C, respectivamente.
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2) &
(4) I

(5)

(1) Nebulizador

(2) Camara de secagem

(1) (3) Membrana

(4) Kitassato em banho de gelo
(5) Bomba de succio

Figura 23: Esquema do spray dryer desenvolvido para a realizacdo das encapsulaces.™”’

O sistema desenvolvido para coletar as particulas formadas é apresentado na
Figura 23 e consistiu de uma membrana de celulose (Millipore”, porosidade
0,025 um) suportada sobre um funil de placa sinterizada. Uma bomba de succéo
(68 W - Heidolph®) foi empregada para separar o ar do pé e um kitassato, inserido
num recipiente contendo gelo, utilizado para reter o vapor condensado. Ou seja, as
particulas secas ficaram retidas na membrana e o vapor de agua foi retirado do
sistema através da bomba de succéo e condensado no kitassato.

Apés a nebulizacdo, a massa de dextrina recuperada na membrana foi 70%
da massa incial. Esta recuperacdo foi considerada satisfatéria e, portanto, a
montagem do spray dryer estava finalizada. O equipamento desenvolvido foi
reportado na literatura.'®’

As particulas de dextrina foram caracterizadas por MEV, microscopia
eletrbnica de transmissao (MET), andlise termogravimétrica (TGA), andlise térmica

diferencial (DTA), difragdo de raio-x pelo método do pé (DRX) e espectroscopia de
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energia dispersiva (EDS). Como padréo, a dextrina de partida foi analisada por MEV,

TGA, DTA e DRX.

3.2  Metodologia utilizada para a determinacio do
diametro médio das particulas produzidas

E comum encontrarmos na literatura a utilizago da técnica por espalhamento
de luz laser para a determinacdo do tamanho de particulas. Assim, a amostra de
dextrina obtida no 13° experimento descrito no item 3.1 foi, inicialmente, analisada
por esta técnica. Porém, o resultado ndo passou no indice de polidispersao e alguns
ciclos durante as medidas foram descartados pelo préprio equipamento. Decidimos,
portanto, avaliar o tamanho de particula através da analise de, aproximadamente,
1000 particulas presentes nas imagens de MEV utilizando o programa Image J.*%®
Os valores dos diametros médios obtidos pelos dois métodos foram diferentes.

Com o intuito de verificar se esta diferenca ocorreria em outras amostras e
encontrar uma justificativa para esta divergéncia, foram preparadas particulas por
spray drying a partir de solugbes aquosas de dextrina de diferentes concentracdes
(2,0 mg mL™; 4,0 mg mL™; 8,0 mg mL™; 12,0 mg mL™ e 16,0 mg mL™). As demais
condicbes experimentais foram analogas as descritas no 13° experimento do item
3.1 e o diametro médio de cada uma destas amostras foi determinado pelos dois
métodos.

ApoOs este estudo comparativo entre os meétodos, decidiu-se utilizar a analise

das imagens de MEV pelo programa Image J para determinar o diametro médio das

demais nanoesferas produzidas neste trabalho de doutorado.
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3.3  Estabelecimento de uma metodologia de
encapsulacio por spray drying

Uma vez desenvolvido o spray dryer e verificada sua eficiéncia em produzir
particulas de dextrina com morfologia esférica, foi necessario iniciar estudos para
avaliar a aplicabilidade deste equipamento e das condicbes escolhidas
(temperaturas, concentracdo da solucdo e proporcdo porfirina/polimero) para a
realizacdo dos experimentos de encapsulacéao de porfirinas em matrizes polimeéricas,
que foi o objetivo principal do trabalho.

O spray dryer projetado é composto por algumas partes atacaveis por
solventes organicos e esta condicao implicou na necessidade de serem utilizados
polimeros e porfirinas hidrofilicos. Partindo-se desta premissa, foram realizadas duas
encapsulacdes utilizando-se a dextrina como matriz polimérica e MnTPPS,; e a

TPPS,, ambas solUveis em agua, como materiais ativos.

3.3. 1. Sintese e caracterizacio da MnTPPS:

Embora o objetivo principal deste trabalho fosse encapsular porfirinas,
decidimos iniciar estes estudos realizando a incorporacdo de MnTPPS,; em esferas
de dextrina, pois a intencao foi utilizar o ion Mn(lll) como sonda espectroscépica,
permitindo localizar a esta metaloporfirina nas particulas. Porém, foi inicialmente
necessario realizar a sintese da MnTPPS,. Esta metaloporfirina foi obtida a partir da
metalacdo da TPPS, com manganés metélico segundo metodologia de insercéo
heterogénea de metal, descrita por Herrmann e colaboradores (Figura 24).1%°

Em um baldo de fundo redondo de trés bocas e capacidade de 50,0 mL,

foram adicionados 32,0 mL de agua Milli Q e 1,6 g (2,9.10% mol) de manganés
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metélico em escamas (Quimica Especializada Erich LTDA®). Esta mistura foi
mantida sob agitacdo magnética e aquecimento constantes. ApOs atingir a
temperatura de refluxo, 30,7 mg (3,3.10° mol) de TPPS, (MidCentury®) foram
adicionados. A reacdo foi processada durante 27 horas e acompanhada por
espectroscopia eletronica de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel
(espectroscopia UV-Vis) e cromatografia de camada delgada (CCD).

Ao término da reacao, a mistura final foi filtrada utilizando-se uma membrana
de celulose (Schleicher & Schuell”, porosidade 0,2 pm), para remover o excesso de

Mn metalico. O rendimento desta reacao foi 87,3%.

SOy

Mn°
.
H,0/100°C ©sS

SOy 05
TPPS, MnTPPS,

Figura 24: Reacéo de insercéo de Mn(lll) na TPPS,.

A MnTPPS, foi caracterizada por espectroscopia UV-Vis.

3.3.2. Encapsulacio da MnTPPS:

A encapsulacdo da MnTPPS,; em dextrina por spray drying foi realizada
preparando-se a alimentacdo do spray dryer com uma solucdo aquosa de dextrina
20,0 mg mL? e dissolvendo uma massa de MnTPPS, igual 1% da massa de

dextrina. O p6 obtido foi caracterizado por MEV, MET e EDS.
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A encapsulacéo foi realizada com o aparelho montado da maneira ilustrada
na Figura 23. As temperaturas de entrada e saida escolhidas para a camara de

secagem foram 280°C e 275°C, respectivamente.

3.3.3. Encapsulacio da TPPS:

A encapsulacdo da TPPS,; por spray drying em esferas de dextrina foi
realizada preparando-se a alimentacdo do spray dryer com uma solucéo aquosa de
dextrina 20,0 mg mL™ e massa de TPPS, igual 1% da massa de dextrina. O p6
obtido foi caracterizado morfologicamente por MEV e MET.

O procedimento e as condi¢cdes experimentais foram 0s mesmos descritos no

item 3.3.2.

3.3.4. Porcentagem de TPPS;: e de MnTPPS; associada as
nanoesteras de dextrina e eficiéncia de encapsulacio

A eficiéncia de encapsulacéo e a porcentagem de porfirina ou metaloporfirina
nas nanoesferas de dextrina foram determinadas. Para isso, 3 amostras (10,0 mg
cada - experimento em triplicata) de cada um dos compostos de encapsulacdo foram
analisadas. Estas amostras foram suspensas em 1,0 mL de metanol e em seguida
centrifugadas. O metanol, contendo a porfirina ou a metaloporfirna que nao foi
encapsulada, foi removido e evaporado. A porfirina/metalo foi re-dissolvida em
1,0 mL de &gua destilada e analisada por espectroscopia UV-Vis. Esta “lavagem”
das particulas foi realizada somente uma vez no caso da MnTPPS, e 4 vezes no

caso da TPPS,.
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As nanoesferas, ap0s serem lavadas com metanol, foram dissolvidas com

1,0 mL de agua destilada e centrifugadas para separar o polimero. A TPPS, e a

MnTPPS,; presentes no interior das nanoesferas também foram analisadas por

espectroscopia UV-Vis.

A quantificacdo da metalo e da porfirina encapsuladas ou nao, foi realizada

com o auxilio das respectivas curvas de calibracdo obtidas pelo método de adicdo

padrao.

ApoOs este experimento, a eficiéncia de encapsulacdo e a porcentagem de

TPPS, e de MNnTPPS, associadas em nanoesferas de dextrina foram obtidas a partir

das seguintes equacdes:

Massa de TPPS,(ou MNnTPPS,)
dentro das microesferas

Eficiénciade _ x 100 Equacio 1
encapsulagao Massa de TPPS, (ou MnTPPS,) dentro + massa
de TPPS,(ou MnTPPS,) fora das microesferas
R Massa de TPPS, (ou MnTPPS,)
Eficiencia de dentro das microesferas
encapsulagdo = x 100 Equacéao 2
tedrica Massa de TPPS,(ou MnTPPS,) utilizada
Massa de TPPS, (ou MnTPPS,)
% de TPPS, (ou MnTPPS,) _ presente na massa de particulas % 100 Equacio 3
associada as microesferas Massa de particulas
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3.4. Estudo espectroscopico da TPPS: encapsulada em
nanoesferas de dextrina

Antes de realizar a encapsulacdo descrita no item 3.3.3, uma pre-
encapsulacdo da TPPS,; em dextrina foi realizada com a mesma metodologia
descrita no item mencionado. Porém, a porcentagem inicial de TPPS, foi 0,8% e
ap0s o processo spray drying a porcentagem determinada desta porfirina nas
particulas foi 0,7%.

Esta encapsulacéo foi realizada com o objetivo de verificar se 0 processo de
spray drying ocasionava alguma mudancga estrutural na porfirina e estudar seu
estado nas particulas. As propriedades espectroscopicas da TPPS, encapsulada em
nanoesferas de dextrina foram estudadas e comparadas as propriedades das
misturas fisicas compostas por TPPS, e dextrina.*®

As misturas fisicas foram preparadas da seguinte forma: as propor¢cdes em
massa de TPPS,/dextrina escolhidas foram 0,2, 0,3, 0,8 e 1,0%. Cada preparacao
foi obtida através da adicdo de polimero e porfirina em uma capsula de porcelana,
seguida da homogeneizacdo com metanol. Posteriormente, a capsula foi aquecida
para promover a evaporacao do metanol.

A TPPS, encapsulada e presente nas misturas fisicas foi analisada por
espectroscopia eletrénica de fotoluminescéncia (espectroscopia de
fotoluminescéncia) e por absorcao/reflectancia difusa no ultravioleta-visivel

(absorcao/reflectancia difusa no UV-Vis).
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3.9. Determinacido do grau de acetilacio da quitosana

Embora a dextrina seja um polimero biodegradavel, biocompativel e as
encapsulacdes tenham sido realizadas com sucesso, sera discutido no item 4.3.4 a
nao aplicabilidade deste polimero como veiculo carregador por ser hidrofilico. Desta
forma, precisavamos de um polimero que fosse possivel de ser manipulado em
solugdo aquosa, por causa da restricdo do spray dryer desenvolvido com relagcéo
aos solventes organicos, e a0 mesmo tempo permitisse uma liberacdo controlada.
Baseados nestas implicacdes decidimos utilizar a quitosana como matriz polimeérica,
pois sendo um polimero solluvel apenas em pH &cido, poderia ser utilizada no spray
dryer e como veiculo carregador. Além disso, a quitosana possui caracteristicas
favoraveis como nao-toxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade.

Como foi discutido na introducdo, a quitosana € um polimero linear obtido
pela desacetilacdo alcalina da quitina.®>®® Na reacéo de desacetilacdo o grupo
acetamido da quitina pode ser convertido no grupo amino para produzir a quitosana
(Figura 15). A relacdo entre estes grupos no polimero € conhecida como grau de
acetilacao (GA).

Nesta tese, o grau de acetilacdo da quitosana foi determinado por
ressonancia magnética nuclear de préton (*H RMN), seguindo a metodologia
descrita na literatura.*'® Para isto, aproximadamente 10,0 mg de quitosana (Galena®)
foram dissolvidas em 1,0 mL de uma solucdo D,O/HCI (100:1 v/v). Esta solucéo foi

agitada durante 24 horas na temperatura ambiente e, finalmente, filtrada.
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3.6. Producio de nanoesferas de quitosana por spray
drying

Foi preparada uma solucdo 1,0 mg mL™? de quitosana. Para isto, em um
béquer de 250,0 mL, 200,0 mg de quitosana foram adicionados a 170,0 mL de agua
destilada. Para promover a solubilizacdo do polimero o pH da solucao foi ajustado
para 4,5 com a adicdo de uma solucdo de &cido acético 3,4 mol L™ . O volume foi
completado com agua destilada para 200,0 mL e a solucéo final obtida foi agitada
por 24 horas na temperatura ambiente. Apos este periodo a solucao foi filtrada.

A producdo das nanoesferas de quitosana foi realizada com o sistema
ilustrado na Figura 23. As temperaturas de entrada e saida escolhidas para a
camara de secagem foram 250°C e 245°C, respectivamente. O material seco retido
na membrana coletora de celulose foi analisado por MEV, espectroscopia vibracional
na regido do infravermelho (espectroscopia no infravermelho) e DRX (difratograma
apresentado no item 4.7). A quitosana de partida também foi analisada por MEV,

espectroscopia no infravermelho e DRX (difratograma apresentado no item 4.7)

3.7. Encapsulacio da TMPyP em nanoesferas de
quitosana por spray drying

Antes de iniciarmos a descricdo do procedimento experimental adotado na
encapsulacdo da TMPYP em nanoesferas de quitosana, gostariamos de relembrar
os fatos relatados na literatura e que nos levaram a escolher a TMPyP como uma
das porfirinas modelo nos experimentos de encaspulacdo. De acordo Siboni e
colaboradores, a TMPyP é um dos fotossensibilizadores exdgenos apropriados para

|'42

a aplicacdo em TFD experimental.”™ Além disso, a literatura reporta um acumulo

Porfirinas nanoencapsuladas obtidas por ultra-som spray drying. 48



Materiais e Métodos

preferencial de fotossensibilizadores catibnicos no interior das mitocéndrias, cuja
forca motriz € o potencial eletrostatico que existe na membrana interna da
mitocondria e que é causado pelo bombeamento de protons para fora da membrana
mitocondrial, gerando um acumulo de cargas negativas no interior desta
organela.?*>*

Inicialmente, foi preparada uma solugéo 1,0 mg mL™ de quitosana seguindo o
mesmo procedimento descrito no item 3.6. Posteriormente, foram adicionados
2,0 mg de TMPyP na solucao de quitosana. A solucao final foi mantida sob agitacao
durante 24 horas e na temperatura ambiente.

A encapsulacdo da TMPyP em nanoesferas de quitosana foi realizada com o
aparelho montado da maneira ilustrada na Figura 23. As temperaturas de entrada e
saida escolhidas para a camara de secagem foram 260°C e 255°C,

respectivamente. O material seco retido na membrana coletora de celulose foi

analisado por MEV, DRX e absorc¢éao/reflectancia difusa no UV-Vis.

3.7.1. Porcentagem de TMPyP associada as nanoesferas
de quitosana e eficiéncia de encapsulacio

A eficiéncia de encapsulacado e a porcentagem de TMPyP nas nanoesferas de
quitosana foram determinadas. Para isso, 3 amostras (8,0 mg cada - experimento
em triplicata) foram analisadas. Estas amostras foram suspensas em 1,0 mL de
metanol e em seguida centrifugadas. A solucéo alcoodlica contendo a porfirina que
nao encapsulou foi removida e analisada por espectroscopia eletrénica UV-Vis. Esta
“lavagem” das particulas foi realizada 4 vezes.

As nanoesferas, apds serem lavadas, foram dissolvidas com 4,0 mL de uma

solucéo de acido acético pH 3,0, agitadas durante 72 horas a temperatura ambiente,
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e centrifugadas para separar a quitosana. A TMPyP presente no interior das
nanoesferas também foi analisada por espectroscopia UV-Vis.

A quantificacéo porfirina encapsulada, ou néo, foi realizada com o auxilio das
respectivas curvas de calibracdo (uma solucéo de acido acético pH 3,0 e outra em
metanol) obtidas pelo método de adicdo padrédo. Apos este experimento, a eficiéncia
de encapsulacdo e a porcentagem de TMPyP associada em nanoesferas de

quitosana foram obtidas a partir das equacgdes 1, 2 e 3.

3.8. Avaliacio do perfil de liberacio da TMPyP a partir

das nanoesteras de quitosana.

A metodologia desenvolvida para a realizacdo dos experimentos de perfil de
liberacdo foi a seguinte. O estudo foi realizando em triplicata e cada triplicata
continha 13 amostras, correspondendo a 13 tempos diferentes de liberacdo. Desta
maneira, foram pesadas 39 amostras (~1,1 mg cada) de nanoesferas e cada uma foi
colocada em frascos de vidro fechados e vedados. Em cada amostra foram
adicionados 2,0 mL de tampéao fosfato de pH 7,4, de modo que a concentracao de
TMPyP em cada frasco fosse, aproximadamente, 5,0.10° mol L™. Os frascos foram
mantidos sob agitacdo magnética e na temperatura de 37°C. No tempo de coleta, o
contetdo dos frascos correspondentes aquele tempo foi transferido para eppendorf
e centrifugado, para separar a TMPyP liberada das particulas. A TMPyP liberada foi
analisada espectroscopia de fotoluminescéncia, fixando a excitacdo em 424 nm, e a
porcentagem de porfirina liberada foi determinada com o auxilio de uma curva de
calibracdo obtida pelo método da adicdo padréo. O tempo total do experimento foi

72 horas.
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3.9 Estudos de cito e fotocitoxicidade das nanoesferas
de quitosana, TMPyP livre e TMPyP encapsulada em
nanoesferas de quitosana.

Inicialmente, gostariamos de salientar que estes experimentos foram
realizados em colaboracdo com o grupo de pesquisa do Professor Dr. Antonio

Claudio Tedesco.

3.9 1. Materiais

Os estudos envolvendo cultura de células macréfagas foram realizados com a
linhagem neoplasica de macréfagos J774-A1 (American Type Culture Colletion,
ATCC). Este tipo de células plasméticas linféticas foi obtido originalmente de ratos
DBA/2. A inducdo deste tipo de neoplasma (cancer linfotico) é feita, normalmente,
pela injecdo de metilcolantreno na cavidade toraxica dos ratos. A remoc¢ao do fluido,
presente na cavidade apdés dois dias e a transfusdo para outros animais, garante a
proliferac@o deste tipo de células. Os estoques primarios cultivados em laboratoério, a
partir das matrizes animais, foram analisados e comercializados pela ATCC.

Para o cultivo da linhagem J774-Al foi utilizado o meio Dubleco Eagle’s
Minimum Essential Médium (DMEM-Gibco) contendo 100 U mL™ de penicilina,
100,0.10° g mL™ de estreptomicina (Gibco), 2,5.10° g mL™ de anfotericina (Gibco),
200,0.10° mol L* de glutamina (Gibco), constituido de uma mistura de sais
enriquecidos com aminoacidos, vitaminas e outros componentes essenciais para o
crescimento celular, agindo como uma solucdo nutritiva. Esse meio é chamado de
meio de cultura completo e é destinado a cultura de células humanas e de animais.

Ao final da adigcdo de todos os componentes, esse meio foi filtrado, utilizando-se
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uma membrana de porosidade 0,22 um e, posteriormente, distribuido em 11 garrafas
de vidro estéreis, contendo cada uma 90,0 mL de DMEM, sendo que, antes da sua
utilizacdo, o meio de cultura foi enriquecido com 10% de soro fetal bovino (Gibco).

Todo o procedimento foi realizado em capela de fluxo.

3.9.2. Métodos envolvendo células neoplisicas

a) Crescimento e manutencao da cultura de células n  eoplasicas

As matrizes de células J774-A1 (0,5.10° células mL™) estocadas em nitrogénio
liguido sdo descongeladas a 37°C e transferidas para frascos de
75,0 mL contendo 10,0 mL de meio completo e deixadas na incubadora por 24 horas.
ApoOs este periodo faz-se a troca do meio, deixando que as células atinjam a
confluéncia completa. Posteriormente, as células J774-Al séo lavadas com o tampé&o
de Hank’s e desprendidas da garrafa de cultura com o auxilio de um rodilho. A cada
frasco de células € adicionado um volume complementar de 18,0 mL de meio de
cultura completo sendo o volume total replicado para dois novos frascos. Este
procedimento permite a definicAo de uma matriz primaria de J774-Al.

A partir da matriz primaria realiza-se a primeira replicagem de células. As
células sao desprendidas da garrafa de cultura seguindo o protocolo descrito acima.
ApOs esta etapa, 0 meio contendo as células é transferido para um tubo Falcon e
centrifugado a 25°C com rotacdo constante de 1200 rpm durante 10 minutos. O
sobrenadante é descartado, o pellet é resuspenso com 10,0 mL de meio completo e

as células sao distribuidas em duas placas de cultura.
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A troca de meio destas células é realizada sempre que necessario. Quando o
nimero médio de células atinge 1,5.10° células mL™ prepara-se uma nova

subcultura de células (0,5.10° células mL™) ou as mesmas sdo congeladas.

b) Determinacéo da atividade celular (MTT)

O método empregado para avaliar a atividade celular faz uso do corante
[3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo difenil tetrazolium] ou MTT. Este ensaio é
apropriado para se determinar espectrofotometricamente o nimero total de células
como funcéo da atividade mitocondrial intacta, ou seja, células vivas.

O método do MTT é simples, confiavel e reprodutivel. Solu¢cdes de MTT
dissolvidas em meio de cultura ou em soluc¢des salinas e na auséncia de indicador
vermelho de fenol sdo de cor amarela. A deshidrogenase mitocondrial das células
viaveis atuam sobre o anel tetrazolium, produzindo cristais de formazan de cor

parpura, 0s quais sao insoluveis em solucdo aquosa (Figura 25).
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Figura 25: Metabolizagdo do MTT para a formacao do sal formazan pelas células viaveis.

Os cristais sdo, entdo, dissolvidos em isopropanol e o produto obtido &
monitorado espectrofotometricamente. Um aumento ou diminuicdo no ndamero de

células resulta em uma mudanca concomitante na quantidade do formazan formado,
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indicando assim o grau de citotoxicidade.***? O método do MTT de monitoramento
da citotoxicidade in vitro € bem estabelecido para o uso com placas de pocgos
multiplos. Para melhores resultados, devem ser empregadas as células na sua fase
logaritmica de crescimento e o nimero final de células ndo deve exceder 1,0.10°
células mL™. Cada teste deve incluir um branco contendo meio completo sem
nenhum farmaco.

Inicialmente, as células sdo removidas da incubadora, sendo levadas a capela
de fluxo laminar e distribuidas nas placas de pocos multiplos (24 pocos). Nestas
células é adicionada uma solucdo de MTT 1,0 mg mL™ e a cultura é conduzida a
incubadora por 4 horas. Apos o periodo de incubacao, as células sdo removidas da
estufa de CO, e os cristais de formazan resultantes sdo dissolvidos pela adicdo de
isopropanol.

O teste € finalizado através de medidas espectrofotométricas da absorbancia
no comprimento de onda de 560 nm, descontando-se a absorbancia de fundo em
690 nm.'*® Estas medidas s&o obtidas por um sistema de leitura de microplacas

(ELISA) da Molecular Device modelo Versa Max.

c) Estudos de Citotoxicidade

Uma suspensao de 0,5.10° células mL™ da linhagem J774-A1 foi preparada a
partir da resuspensdo das células das garrafas de cultura em DMEM para o
experimento de citotoxicidade.

As células foram plaqueadas em placas de pocos mdultiplos (24 pocos) e
cultivadas até atingirem a confluéncia. Em seguida as células foram incubadas com
as amostras estudadas em meio de cultura DMEM com 3% de soro fetal bovino,

pelo periodo de trés horas.
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ApOs este periodo, as células foram lavadas com 1,0 mL de tampé&o Hank's,
adicionou 1,0 mL de meio de cultura completo DMEM. Depois de 24 horas o meio foi
retirado e a citotoxicidade foi avaliada através do teste do MTT, conforme descrito
anteriormente (secao 3.9.2.b).

As suspensbes de nanoesferas de quitosana contendo TMPyP foram
testadas nas concentracées do fotossensibilizador de 1,0, 3,0 e 5,0.10° mol L?, a
fim de se avaliar o efeito concentracdo-dependente sobre as células J774-Al,
determinando-se desta forma qual a concentragcdo n&o-citotoxica no ambiente
celular. Os controles para este experimento foram: somente células (controle interno)
e células com nanoesferas de quitosana vazias (sem fotossensibilizador).

A Figura 26 foi elaborada para uma melhor compreensdo da montagem do
experimento.

Controle interno Nanoesferas de TMPyP livre TMPyP livre
(somente células) quitosana (1,0 pmol L") (3,0 pmol L)
{particulas vazias)

TMPyP livie  TMPyP:quitosana TMPyP:quitosana TMPyP:quitosana
GOpmolLy  (1.0pmoll?)  (3,0umolL?) (5,0 umol L)

Figura 26: Representacao ilustrativa do experimento de citotoxicidade.

d) Estudos de fotocitotoxicidade

Para os experimentos de fotocitotoxicidade, a cultura celular foi preparada
seguindo o mesmo protocolo definido para os experimentos de citotoxicidade. A
concentracdo nado-citotdxica definida naquele experimento foi utilizada para se

avaliar o efeito dose-dependente sobre as células.
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ApOs o periodo de incubacdo com as nanoesferas na concentracdo nao-
citotéxica do fotossensibilizador (1,0.10° mol L™), as células sofreram o tratamento
com luz pela irradiacdo com um laser de luz vermelha, no comprimento de onda de
650 nm, que corresponde ao comprimento de onda no qual a luz é capaz de
penetrar nos tecidos, levando ao efeito fotodinamico esperado. O laser de diodo
utilizado foi o sistema Eagle da Quantum Tech, no qual estava acoplado uma fibra
optica operando no maximo de 300 mW de poténcia. Os controles (células n&o
irradiadas) para este o experimento foram células tratadas com o fotossensibilizador
na concentracdo nao-citotdxica na auséncia de irradiacdo e células sem o
tratamento com o fotossensibilizador. Aléem destes, células sem tratamento com
fotossensibilizador foram irradiadas e utilizadas como controle.

A Figura 27 foi elaborada para uma melhor compreensao da montagem do

experimento.

Controle interno TMPyP livre TMPyP:quitosana TMPyP livre TMPyP:quitosana
{somente celulas) (1,0 pmol L) (1,0 pmol L) (1,0 pmol L) (1,0 pmol L)
Irradiado 10 Jem?  Irradiado 5 J cm2 Irradiado 5J em?  Irradiado 10 Jem?  Irradiado 10 J cm?

Figura 27: Representacéo ilustrativa do experimento de fotocitotoxicidade.

As placas de pocos multiplos utilizadas tinham 1,0 cm de diametro que foram
irradiados com doses de 5 J cm™ (28 segundos) e com dose de 10 J cm™ (56

segundos).
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3.10. Estudo da interacio entre a TMPyP e
monocamadas lipidicas mediada por quitosana como
agente bioadesivo

Um estudo complementar para verificar a aplicabilidade da quitosana como
veiculo carregador foi realizado utilizando-se monocamadas lipidicas como sistemas
biomiméticos da membrana celular para avaliar a penetragcdo da TMPyP, mediada
ou ndo por quitosana, na membrana (Figura 28).

Esta etapa do trabalho foi realizada em colaboracdo com o grupo de pesquisa
da Profé. Dr2 Maria Elisabete Darbello Zaniquelli e consistiu no estudo da interacéo
de TMPyP com monocamadas de Langmuir e filmes de Langmuir-Blodgett (LB) do

lipidio dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG), Figura 28, mediada por quitosana.

Membrana
Bioldgica

Figura 28: Estrutura molecular do DPPG, fosfolipidio utilizado como modelo de membrana
biologica.**
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3.10. 1. Método da gota pendente

A interagdo das porfirinas com monocamadas de DPPG foi inicialmente
estudada através de medidas de tensao e elasticidade superficiais empregando o

método da gota pendente.

a) Tensao superficial

Uma breve explanacéo sobre tensdo superficial faz-se necessaria antes de
empregarmos o0 método da gota pendente para a sua determinacéao.

Analisando as interacdes intermoleculares que uma molécula sofre no interior
do liquido, pode-se dizer que essa molécula é atraida em todas as direcOes pelas
outras moléculas de maneira que a resultante das forcas seja praticamente nula.
Entretanto, uma molécula na superficie sofre atracfes para o interior do liquido, mas
no sentido contrario nao sofre qualquer forca, ocasionando o aparecimento de forcas
nao compensadas na superficie do liquido e fazendo com que a area da superficie
seja minima. Quando uma molécula eleva-se ligeiramente acima da superficie, as
ligacbes moleculares entre ela e as moléculas adjacentes sédo tensionadas e
aparece uma forca restauradora que puxa a molécula para a superficie.

A tensdao superficial €, portanto, definida como uma forca contrativa que opera
no perimetro da superficie livre para o ar e que tende a comprimi-la.

Ao espalhar uma substancia tensoativa (molécula que possui uma parte
apolar e outra polar) sobre um liquido de tensdo superficial (yo) esta podera ser
reduzida a (y). A diferenca entre a tensao superficial sem a substancia tensoativa e

tensao superficial com a substancia tensoativa fornece a presséao superficial (1):

M=Yo-Y Equacéo 4
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Um dos métodos de determinacao da tensdo superficial € baseado no formato
de uma gota pendente. O formato da gota é determinado por uma combinacdo de
efeitos da tensdo superficial e gravidade. As forcas superficiais tendem a formar
gotas esféricas, enquanto a gravidade tende a alongar a gota pendente.

Nesta tese a tensdo superficial foi medida pelo método da gota pendente
empregando o método da analise do perfil eixo-simétrica da gota (axisymmetric drop
shape analysis (ADSA)) usando um tensidbmetro automatico (OCA-20, Dataphysics
Instruments ®).

Neste método, uma gota do liquido de interesse é formada com uma seringa,
acoplada a uma bomba de injecdo, na extremidade de uma agulha com ponta reta e
diametro conhecido, que esta contida dentro de uma cubeta Optica de vidro. Dentro

da cubeta ha certo volume do liquido trabalhado no fundo, de forma a manter a

atmosfera saturada e evitar a evaporacao da gota durante as medidas.

F1

Figura 29: Tensidbmetro de gota pendende.
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A gota pode ser filmada através de uma camera de aquisicdo rapida de
imagens. Um programa com um processo de disparo programado de filmagem e que
usa um posicionamento apropriado de uma linha de referéncia, permite registrar
imagens mesmo antes da formacao completa da gota. O tempo zero € definido com
a formacao da interface (gota) apds analisar o filme e selecionando-o quadro a
quadro.

A tensédo superficial foi determinada digitalizando a imagem e analisando o
perfil da gota e ajustando-o na equacéo de Young—Laplace, utilizada para condicbes
de equilibrio para dois fluidos homogéneos separados por uma interface:

AP = (p1 - pa) gh = (V/R1) + (Y/R2) Equacéo 5
para a qual AP corresponde a diferenca de pressao entre o interior e a parte externa
da gota, p1 - pa S0 as densidades da fase liquida e do ar, respectivamente, g € a
aceleracdo da gravidade, h € a altura da coluna liquida na gota e R; e R, 0s dois
raios principais de curvatura. Esses raios sdo expressos em termos de coordenadas
no ajuste do perfil da gota a equacao.

Para a realizacdo deste experimento, uma solucdo de DPPG 1,0.10™ mol L™
foi gentilmente tocada numa gota com tamanho reduzido, que foi formada com uma
solucdo aquosa de TMPyP 5,0.10° mol L™ (Figura 30). A gota foi expandida até
obter uma pressdo superficial de aproximadamente 30 mN m™, valor médio
correspondente aquele de biomembranas.'*® A cinética de adsorcdo da TMPyP a
monocamada de DPPG foi realizada até a tensédo superficial do sistema atingir um

valor constante.
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Figura 30: Representacéo ilustrativa da gota formada.

b) Elasticidade dilatacional superficial

Para as medidas de elasticidade superficial foi utilizado o mesmo
equipamento, mas com um sistema adicional de oscilagcdo de frequéncia e um
programa adequado para a aquisi¢cao dos dados.

A oscilacdo na gota € iniciada apds o sistema atingir o equilibrio, designado
pela n&do variacao da tensao superficial em funcao do tempo.

Um dispositivo piezelétrico localizado acima da agulha produz um movimento
senoidal na gota, em valores especificos de frequéncia e amplitude pré-
determinados. As imagens de oscilagdo da gota também séo registradas com uma
video-camera. Ao final do experimento, 0 programa recupera as imagens e calcula
os valores de area e o valor de tensédo superficial correspondente, para cada ciclo de
oscilacdo aplicado. Assim, a elasticidade superficial dindmica, que esta relacionada
com a capacidade de um sistema estabelecer um novo valor de tensao superficial
apos uma mudanca na area, € obtida e este valor de equilibrio (E) € definido de
acordo com Gibbs:

E = dy/dInA Equacéao 6
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Nesta equacao, dy representa a variacdo infinitesimal de tenséo superficial em
funcd@o de uma variacdo da érea relativa (A).
Para estas medidas uma deformagéo com amplitude de 0,1 mm e frequéncia

1,0 Hz foi usada.

3.10.2. Monocamadas de Langmuir ¢ Filmes Langmuir-
Blodgett

a) Adsorgdao, orientacdo em interface e monocamadas de Langmuir.

As moléculas anfifilicas podem se orientar na interface ar-agua, uma vez que
as cadeias dos hidrocarbonetos séo hidrofébicas e as cabecas polares sé&o
hidrofilicas. Estas moléculas expdem as partes polares para a fase aquosa e
posicionam a parte apolar em contato com o ar, orientando-se desta forma na

interface por ser a situacdo energeticamente mais favoravel do que a dissolucao

completa em qualquer uma das duas fases (Figura 31).*°

Molécula anfifilica
Cauda apolar
Cabeca polar

ar

csssssssnsess

agua

Figura 31: Adsorcdo de moléculas anfifilicas formando uma monocamada orientada na
interface ar-agua.
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A formacdo de uma camada adsorvida numa superficie ndo € um processo
instantaneo, mas € governada pela velocidade de difusdo da substancia tensoativa
(molécula que possui uma parte polar e outra apolar) através da solucédo, em direcao
a interface. Podem decorrer varios segundos até que uma solucdo de uma
substancia tensoativa atinja sua tenséo superficial de equilibrio, especialmente se a
solucao for diluida e se as moléculas de soluto forem grandes e assimétricas.'*

Uma vez que uma dada substancia anfifilica espalhe sobre uma interface
liguida, as moléculas podem ser convenientemente orientadas por compressao
mecanica formando uma camada monomolecular, denominada monocamada de
Langmuir.

A balanca de superficie ou cuba de Langmuir € um sistema desenvolvido por
Langmuir que permite a preparacdo de monocamadas liquidas e a realizacdo de
medidas de pressdo superficial, bem como a transferéncia de monocamadas
organicas para substratos soélidos.*’

A cuba de Langmuir (Figura 32) consiste em um compartimento retangular
revestido internamente de um material hidrofébico, como o teflon
(poli(tetrafluoroetileno)), que contém uma barreira moével e é preenchido com agua
ou solucdo aquosa, sobre a qual espalha-se a substancia tensoativa em
concentracdes de 1,0.10* a 2,0.10° mol L™ dissolvida em solvente organico volatil.
A barreira movel é capaz de varrer a superficie e comprimir as moléculas formando
um filme de espessura monomolecular. Conforme a monocamada vai sendo
comprimida, a presséo superficial vai sendo modificada.

As medidas de tensao superficial séo realizadas com um dispositivo de placa
de Wilhelmy suspenso a uma microbalanca acoplada a um microcomputador. O

principio da medida esta relacionado com a identificacdo da for¢ca agindo por

Porfirinas nanoencapsuladas obtidas por ultra-som spray drying. 63



Materiais e Métodos

unidade de perimetro da placa quando a mesma é colocada em contato com a

interface liquida, como a tenséo superficial.

Barreira Mével

Motor para imersao e
emersao do suporte

Sensor de Pressao

Figura 32: Esquema da cuba de Langmuir e acessorios utilizados na fabricacdo de
monocamadas de Langmuir e filmes Langmuir- Blodgett.

b) Filmes de Langmuir-Blodgett

Monocamadas liquidas podem ser transferidas para substratos solidos
através da técnica de deposicdo vertical, em que o substrato é imerso e suspenso
através da monocamada comprimida. Esta técnica foi introduzida por Katharine
Blodgett e corresponde a técnica descrita nesta tese.**8*°

No inicio do experimento, ou seja, antes das transferéncias, a barreira mével
é fixada em um determinado valor de pressao superficial. Assim, a monocamada é
comprimida pela barreira até atingir um elevado grau de compactacdo. Quando este
é atingido, um suporte sélido € imerso/emerso verticalmente na subfase aquosa e ao

passar pela interface ar-agua uma camada do filme é transferida para o substrato.

Com a deposicdo da monocamada ocorrerd um decréscimo da presséo superficial
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em funcdo da quantidade de material retirado da interface. Desta forma, a barreira
movel deve ser acionada de modo a comprimir a monocamada para restaurar o
valor de pressao superficial estabelecido inicialmente.

O numero de camadas do filme sera controlado pelo numero de imersdes e
emersdes deste substrato através da interface. A emersdo do substrato provoca a
transferéncia da monocamada pela parte polar e a imersao pela parte apolar (Figura
33). Dependendo do tipo de transferéncia, obtém-se trés tipos de deposicao: X, Y e

Z, conforme ilustrado na Figura 34.

ol
\, _ rd
S LSS

Figura 33: Representacdo da transferéncia da monocamada para o substrato.

Monocamada

Subfase
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Figura 34: Método de Langmuir-Blodgett para a fabricacao de filmes: (a) filme tipo X, (b)
filme tipo Y e (c) filme tipo Z.

Um tipo de substrato que pode ser utilizado na preparacdo de filmes LB sao
cristais de quartzo recobertos com filmes metalicos (ouro) em ambas as faces e que

atuam como eletrodos (Figura 35).

Cristal de quartzo Superficie de ouro

N

6 D

Conectores elétricos

Figura 35: Esquema de um cristal de quartzo recoberto com ouro.

Nesta tese, para investigar o efeito da quitosana na interacdo entre TMPyP e
a monocamada lipidica de DPPG, filmes LB do tipo Y foram formados seguindo a

metodologia de transferéncia de filmes assimétricos. Foram preparados dois filmes:
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a) DMPA + DPPG + TMPyP
b) DMPA + DPPG + Quitosana + TMPyP
Inicialmente, filmes LB de acido dimiristoilfosfatidico (DMPA - Figura 36) foram
preparados através da transferidas trés monocamadas do lipidio formadas através
do espalhamento da solucdo lipidica (1,0 mmol L™Y), preparada em cloroférmio e
metanol na proporcgéo 3:1, sob uma solucdo de acetato de zinco (1,0.10™ mol.L™})
utilizada como subfase. O DMPA em subfase de fons Zn** apresenta uma razéo de
transferéncia de 0,98, garantindo uma matriz com elevado empacotamento e
homogeneidade. Durante a deposicdo das monocamadas, a velocidade
transferéncia foi 0,038 mm s' e a pressdo superficial foi mantida em,

aproximadamente, 30 mN m™ (Figura 37).
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Figura 36: Estrutura molecular do DMPA.
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Matriz lipidica de DMPA/Zn2*

Figura 37: Filme LB de DMPA.

Posteriormente, o lipidio de interesse, DPPG, foi aderido ao filme LB como

quarta camada, de modo a ser transferido ao filme por suas interacfes cauda-cauda
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com o DMPA. A monocamada de DPPG foi formada na cuba através do
espalhamento da solucdo lipidica (1,0 mmol L™), preparada em cloroférmio e
metanol na proporcdo 3:1, sob &gua ultrapurificada (Milli Q da Millipore®) utilizada
como subfase (Figura 38). A velocidade transferéncia foi 0,038 mm s e a presséo

superficial foi mantida em, aproximadamente, 30 mN m™.

& 8o & 0 @— &
& 00 e ol 1
& 0 & G Q& @
& 0 & > l| O ——OF——0
[0 0 & & oo ®
& 0 & e 0O Ll
G 0C G o%e: ®
& Q& & 0O  J
Matriz lipidica de DMPA/Zn?* Matriz lipidica de DMPA/Zn2*
+ DPPG

Figura 38: Filme LB de DMPA + DPPG.

Para os filmes contendo quitosana, a monocamada de DPPG foi formada
através do espalhamento de uma solucdo (1,0 mmol L) sob uma solucédo de
gquitosana (concentracdo 0,05% m/m, pH = 4,0), utilizada como subfase. A
transferéncia do polissacarideo ocorreu juntamente a partir da monocamada de
DPPG (Figura 39). A velocidade transferéncia foi 0,038 mm s e a pressdo

superficial foi mantida em, aproximadamente, 30 mN m™.
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Matriz lipidica de DMPA/Zn?*  Matriz lipidica de DMPA/Zn2* +
DPPG + quitosana

Figura 39: Filme LB de DMPA + DPPG + quitosana.
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A cinética de adsorcdo da TMPyP aos filmes com e sem quitosana foi
realizada através da técnica de imersdo (dip coating). Para isto os filmes foram
imersos numa solucdo aquosa de TMPyP (5,0.10° mol L™) e apés cada deposicédo
os filmes foram lavados, imergindo-os em agua Milli Q, para retirar 0 excesso de

solucéo de porfirina (Figura 40).
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Figura 40: Formacéao dos filmes LB de DMPA + DPPG e DMPA + DPPG + quitosana e
incorporagéo de TMPyP os filmes.

A quantificagdo da massa de TMPyP adsorvida foi determinada através da
técnica microgravimétrica da Microbalanca a cristal de quartzo (QCM), uma vez que
0s suportes solidos aos quais os filmes foram transferidos consistiam de cristais de
guartzo recobertos com uma superficie de ouro, conforme mostrado na Figura 35.
Dessa forma, a quantificacdo se deu pela variagdo de frequéncia do material
piezelétrico.

As deposicbes de porfirina foram interrompidas quando o valor da massa
incorporada ficou constante (no caso do filme contendo quitosana) ou quando a
TMPyP comecou a dessorver (no caso do filme sem quitosana). Além da diminuicédo

no valor da massa calculada, esta dessor¢cdo também foi observada através dos
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espectros de emissao dos filmes, que foram realizados acompanhando a cinética de
adsorcao da porfirina. O numero de imersdes dos filmes na solucédo de TMPyP e os

respectivos tempos de imersao e de lavagem encontram-se resumidos na Tabela 1.

Tabela 1: Valores obtidos na cinética de deposicdo da TMPyP aos filmes LB.

Filme LB N° de imersdes na Tempo de Tempo de

solugao de TMPyP imersdo (min)  lavagem (s)

DMPA + DPPG 3 0,5 5
2 20

DMPA + DPPG +quitosana 4 0,5 5
4 1 10

1 2 20

1 4 40

1 8 80

3.11. Caracterizacio das amostras

3.11.1. Microscopia eletronica de varredura

A caracterizacdo morfologica das particulas foi efetuada no Microscépio
Eletronico de Varredura Zeiss Evo® — 50, existente no Departamento de Quimica da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto - USP.

Em todos os casos, aproximadamente 2,0 mg das amostras sélidas foram
adicionadas em 1,0 mL de cloroférmio e suspensas com o auxilio de banho de ultra-
som. Duas gotas de cada suspensédo foram colocadas sobre as laminulas de vidro
aderidas aos suportes de analise. Apos secarem, as amostras foram metalizadas

com uma fina camada de ouro (SCD 050 Sputter Coater, BAL Tec").

Porfirinas nanoencapsuladas obtidas por ultra-som spray drying. 70



Materiais e Métodos

3.11.2. Microscopia eletronica de transmissiao

A caracterizacdo das particulas foi efetuada no Microscopio de Transmissao
Philips CM200, equipado com um Espectrometro Digital — Prism PGT- Princeton
Gamma Tech, existente no Laboratério Multiusuarios do Instituto de Quimica da
UNESP - Araraquara.

Em todos os casos, aproximadamente 2,0 mg das amostras sélidas foram
adicionadas em 1,0 mL de tetracloreto de carbono e suspensas com o auxilio de

banho de ultra-som e suportadas numa grade de cobre.

3.11.3. Andlises térmicas

As analises de TGA e DTA foram realizadas em aparelhos da Shimadzu
dos seguintes modelos: TGA 50 e DTA 50. Estes aparelhos pertencem a
Farmacotécnica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
USP.

Para a realizacdo das analises de TGA e DTA foram fixados os seguintes
parametros:
- taxa de aquecimento: 5°C min,
- faixa de aguecimento: 25 a 800°C,

- atmosfera de nitrogénio.

Porfirinas nanoencapsuladas obtidas por ultra-som spray drying. 71



Materiais e Métodos

3.11.4. Difracio de raio-x

a) Amostras de dextrina

A difracdo de raio-x foi realizada no difratdmetro de raios-X Siemens” D5000,
radiacdo Ka Cu, A = 1,5418 A, monocromador de grafite, com 28 variando de 4 a
70°, incremento de 0,02° e tempo de integracdo de 1 s, existente no Instituto de

Quimica da UNESP — Araraquara.

b) Amostras de quitosana, TMPyP e de TMPyP encapsul ada em quitosana

A difracéio de raio-x foi realizada no difratémetro de raio-X Siemens"” D5005,
radiagdo Ka Cu, A = 1,5418 A, monocromador de grafite, com 20 variando de 2 a
60°, incremento de 0,02° e tempo de integracdo de 1 s, existente no Departamento
de Quimica da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto - USP.

Para a realizagdo das analises foram utilizados suportes preparados pelo
grupo, que consistem de uma lamina de vidro com uma depressao no centro. As
amostras de dextrina, de quitosana, TMPyP e de TMPyP encapsulada em quitosana

foram colocadas e compactadas nesta depressao existente na lamina.

3.11.9. Espectroscopia eletronica de absorcio na regiio do
ultravioleta-visivel

As caracterizagbes por espectroscopia UV-vis foram efetuadas no
Espectrofotdmetro HP 8453 Diode Array, existente no Laboratério de Bioinorganica
do Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de

Ribeirdo Preto - USP.
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3.11.6. Espectroscopia eletronica de fotoluminescéncia

A caracterizagado por espectroscopia eletronica de fotoluminescéncia foi feita
no Espectrofluorimetro - SPEX TRIAX FLUOROLOG 3 - existente no Laboratério de
Terras Raras do Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e

Letras de Ribeirdao Preto - USP.

3.11.7. Ressonincia magnética nuclear de proton

A anélise de 'H-RMN da quitosana foi realizada no espectrometro Brucker
(DRX 500), existente no Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdao Preto - USP. As analises foram feitas utilizando-se

agua deuterada (D,0) acidificada como solvente.

3.11.8 Espectroscopia  vibracional na regiio do
infravermelho

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos utilizando-
se o espectrofotdmetro Bomem® MB 102, existente no Laboratério de Fotoquimica
Inorganica do Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras de Ribeirdo Preto - USP. Para a confeccdo das pastilhas e realizacdo das

analises, as amostras foram misturadas com KBr seco.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1. Desenvolvimento de um spray dryer

No item 3.1 foram relatados 13 experimentos, realizados com o objetivo de
projetar e desenvolver um spray dryer de baixo custo e efetivo para a encapsulacao

de porfirinas em nanoesferas poliméricas.

No 12° experimento a configuracdo projetada estava proxima da final e,

assim, a dextrina recuperada foi caracterizada por MEV.

4.1.1. Microscopia eletronica de varedura: 12° Experimento

Figura 41: Imagem de MEV das nanoesferas produzidas no 12° experimento.

Como pode ser visto na Figura 41, a configuracao elaborada na 122 tentativa
resultou na formacdo de particulas de dextrina com morfologia esférica. Porém, a
massa de polimero recuperada ap6s o processo spray drying foi muito pequena,

aproximadamente 2,5%.
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Neste penultimo experimento a grande melhoria em relacdo as tentativas
anteriores foi o inicio da nebulizacdo diretamente dentro do forno, sem a utilizacéo
de conectores de vidro (Figura 22). Esta alteracdo foi importante, pois impediu a
retencdo de solucdo nestes conectores, que poderia levar a coalescéncia das gotas
e a formacgdo particulas grandes. Além disso, a junta de rotaevaporador utilizada
como trap de seguranca foi importante para impedir que o vapor de agua
condensasse no baldo coletor. Entretanto, esta peca ndao impediu que o p6é formado
fosse arrastado junto com o vapor. Desta forma, ainda era necessario melhorar o
sistema de coleta e aumentar o rendimento.

Neste momento sabiamos que precisdvamos desenvolver algo que evitasse a
condensacao no sistema coletor e que separasse as particulas do ar. Com base
nestas premissas, 0 equipamento desenvolvido no 13° experimento do item 3.1 e
esbocado na Figura 23 contém uma membrana de celulose suportada sobre um filtro
de placa sinterizada para reter as particulas e uma bomba de succéo para evitar a
condensacao do vapor no sistema coletor. Esta configuragdo permitiu a producéo
particulas de dextrina com satisfatoria porcentagem de recuperacdo na membrana
coletora (aproximadamente 70%).

O material seco obtido na 132 tentativa foi analisado por MEV, MET, TGA,
DTA, DRX e EDS. A dextrina de partida também foi analisada por MEV, TGA, DTA,
DRX para verificar se 0 processo spray drying ndo afetou as propriedades do

polimero.
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4.1.2 Microscopia eletronica de varredura:
13° Experimento
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Figura 42: Imagens de MEV de a) dextrina nanoesférica obtida apds o processo de spray
drying (13° Experimento) e b) dextrina de partida.

A partir da Figura 42a é possivel verificar que o spray dryer desenvolvido foi
empregado com sucesso na producdo de particulas de dextrina com morfologia
esférica. A dextrina de partida (Figura 42b) ndo apresenta morfologia definida e as

particulas sédo maiores (~ 10 vezes maior).
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A distribuicdo do tamanho das esferas preparadas foi determinada a partir das
imagens de MEV. Para isso, foram analisadas, utilizando-se o programa Image J,
aproximadamente 1000 nanoesferas, e a distribuicdo com os respectivos valores de

diametro médio e desvio padréao, encontra-se na Figura 43.
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Figura 43: Distribuicdo dos diametros das particulas esféricas de dextrina.

A partir do histograma da Figura 43 foram determinados o didmetro médio e o

respectivo desvio padrao das nanoesferas de dextrina: 880 £ 410 nm.
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4.1.3  Microscopia eletronica de transmissio e
Espectroscopia de energia dispersiva
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Figura 44: a) Imagem de MET das nanoesferas de dextrina e b) Espectro de EDS de uma
nanoesfera de dextrina.

A imagem de MET (Figura 44a) confirma a forma esférica das particulas e
fornece uma idéia do interior do material. A presenca de contrastes escuros nas
particulas maiores poderia levar-nos a concluir que as mesmas sdo altamente
porosas, 0 que estaria em contradicdo com a formacgao preferencial de esferas pelo
método spray drying.'® Entretanto, é importante ressaltar que durante a focalizacdo
das particulas para registrar a imagem, a estrutura interna das nanoesferas sofreu
alteracdo (expansao) em funcéo da acédo do feixe incidente. Esta expansao foi
originada pela vaporizacdo do solvente incorporado, ou seja, 0 tetracloreto de
carbono, CCly, utilizado para suspender as particulas. A espectroscopia de energia

dispersiva de uma particula foi realizada durante a analise por MET (Figura 44b) e a
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presenca de Cl (Ka) no espectro de EDS obtido confirma a explicacdo para a

expansdo das particulas.

4.1.4. Andlises térmicas

As andlises térmicas por TGA e DTA foram realizadas com a finalidade
verificar se as temperaturas de secagem escolhidas nédo alteraram as propriedades
da dextrina apOs o processo de spray drying.
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Figura 45: Andlises térmicas a) dextrina de partida b) dextrina nanoesférica.
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Podemos observar pelas curvas de TGA (Figura 45a, b) que ha uma etapa de
desidratacdo até aproximadamente 100°C, caracterizada por uma diminuicdo na
massa. Ap0s a desidratacdo, € possivel observar uma etapa de degradacao
endotérmica da dextrina, representada por uma perda de massa “abrupta” de,
aproximadamente, 300 a 350 °C. Esta € seguida por uma perda continua que se
estende até o final do experimento (750°C).**® Apés a degradacdo sobra um residuo,
provavelmente um “carvdo”, considerando que o experimento foi realizado em

atmosfera de nitrogénio.***

4.1.9. Difracio de raio-x

Os difratogramas obtidos exibiram a auséncia de picos de difragéo e a presenga
de um halo que se estendeu quase por todo intervalo medido, permitindo concluir que a

dextrina de partida e a dextrina nanoesférica sdo pds nao cristalinos.***

4.2 Metodologia utilizada para a determinacio do
diametro médio das particulas produzidas

Varios fatores podem afetar a morfologia das particulas produzidas por spray
drying. Entre eles, podem ser citadas a temperatura, a concentracado da solucéo, o
fluxo do gas de arraste, o tempo de evaporacado do solvente e o tempo de difusdo do
solvente.'?

Dentre estes fatores, o efeito da concentracdo da solugdo polimérica foi
estudado. Segundo a literatura, era esperado que o tamanho de particula

aumentasse com a concentra¢do da solucdo polimérica, uma vez que a massa de

polimero por gota era maior.*?®
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Para isso, foram produzidas nanoparticulas por spray drying das solugées de
dextrina com diferentes concentracdes, conforme descrito no item 3.2. A forma das

particulas obtidas foi caracterizada por MEV.
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4.2 1. Microscopia eletronica de varredura

- ™ _
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20mgmL™? 4,0mgmL™*

.
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'WL‘ EHT = 15.00 kv Mag = 20.00 KX 'me—| EHT = 15.00 kV Mag = 20.00 KX
16,0 mg mL * 20,0 mg mL ™ (preparada no item 3.1)

Figura 46: Imagens de MEV para avaliar o efeito da concentracdo no tamanho de particula
de dextrina.
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Pela Figura 46 podemos observar que as particulas de dextrina apresentam
morfologia esférica, confirmando a reprodutibilidade do equipamento desenvolvido
pelo grupo para a producdo de esferas polimeéricas. A determinacdo do diametro
médio das particulas preparadas foi realizada a partir da analise de,
aproximadamente, 1000 particulas presentes nas imagens de MEV utilizando o
programa Image J e por espalhamento de luz laser.

No caso da analise das micrografias de MEV, as distribuicbes com o0s

respectivos valores de diametro médio e desvio padrdo encontram-se na Figura 47.
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Figura 47: Distribuicdo do tamanho de particula em diferentes concentracdes da solucéo de
dextrina.
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Figura 48: Variacdo do diametro médio das esferas de dextrina em funcdo da concentragcao
da solucéo polimérica.

A partir dos histogramas da Figura 47 o grafico da Figura 48 foi construido
para uma melhor visualizacdo da influéncia da concentracdo da solucdo polimérica
no diametro médio das particulas. Assim, podemos observar que o aumento da
concentracdo da solucdo polimérica ocasiona um aumento do tamanho médio de
particula. Este comportamento é o esperado e pode ser explicado em funcdo da
geracdo de gotas contendo maior massa de polimero nas solucbes mais

concentradas.

4.2.2. Espalhamento de luz laser

Os diametros médios determinados pela técnica de espelhamento de luz

laser estdo resumidos na Tabela 2.
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Tabela 2: Valores de tamanho de particula determinado por espalhamento de luz laser.

Concentracao da Diametro médio ( pum) Numero de ciclos
solucédo de dextrina considerados em 10
(mg mL ™)
2,0 3,9 4
4,0 3,5 5
8,0 3.4 5
12,0 2,7 6
16,0 2,6 6
20,0 1,7 6

Pela Tabela 2, podemos verificar um comportamento contrario e discrepante,
principalmente para as solu¢cdes mais diluidas, em relacdo ao obtido por MEV. Por
espalhamento de luz laser o diametro médio determinado diminuiu em funcéo do
aumento da concentracdo da solucao polimérica. A explicacdo para estes resultados
esta baseada no fato de que as particulas menores tendem a se aglomerar mais em
virtude de possuirem carga superficial maior. Desta forma o que foi determinado nas
medidas por espalhamento de luz laser foi tamanho do agregado e ndo o diametro
da particula.

Com base nestes estudos comparativos, decidiu-se utilizar a analise das
imagens de MEV para determinar o diametro médio das demais nanoesferas

produzidas durante este trabalho de doutorado.
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4.3  Estabelecimento de uma metodologia de
encapsulacio por spray drying

Conforme mencionado no item 3.3, o spray dryer empregado possui partes
plasticas (ndo inertes a solventes organicos) e, por isso, foi necessario utilizar
polimeros e porfirinas hidrossolUveis. Para verificar a aplicabilidade deste
equipamento, iniciar os estudos de incorporacédo e estabelecer uma metodologia de
encapsulacdo  (temperatura, concentracdo da solucdo e  proporcéo
porfirina/polimero), o polimero utilizado foi a dextrina e MNTPPS, e TPPS, foram os

modelos soluveis de metaloporfirina e porfirina, respectivamente.

4.3.1. Sintese e caracterizacio da MnTPPS:

A reacdo de metalagdo da TPPS, foi realizada segundo metodologia de
insercdo heterogénea de metal descrita por Herrmann.'®® A reacéo de insercdo de
metal pode ser realizada utilizando-se Oxidos metalicos, metais livres, sulfetos
metalicos e outros sais metdlicos insolUveis em agua ou em solventes ndo aquosos.
Porém, este método que foi empregado, tem sido usado com sucesso para preparar
complexos metalicos de uma série de porfirinas, inclusive a de TPPS,.

Segundo Herrmann, este tipo de reacdo metalagcédo apresenta uma vantagem
imediata sobre métodos convencionais, que € a remo¢do do excesso de reagente
metélico do produto através de uma simples filtracdo. Assim, 0s aspectos mais
convenientes da insercéo heterogénea de metal nas porfirinas podem ser descritos
como: simplicidade de preparacdo das metaloporfirinas, principalmente as solUveis
em agua, ndo é necesséaria a precipitacdo do produto final, levando a um baixo

rendimento, o produto ndo é contaminado por contra-ions € nem por excesso de
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metal, ja que a fase solida € altamente insolluvel, sendo facilmente removida por
filtracdo.®
Inicialmente, foram realizadas a sintese e purificacdo da MnTPPS,. O produto

foi caracterizado por espectroscopia UV-Vis.
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Figura 49: Espectros UV-Vis em solucdo aquosa de a) TPPS, de partida (1,9.10° mol L) e
b) MNnTPPS, obtida.

A ocorréncia da reacao pode ser verificada devido ao deslocamento da banda
Soret em 414 nm, caracteristica das porfirinas (Figura 49a), para 468 nm,
caracteristica de uma Mn(lll) porfirina (Figura 49b). Além disso, observamos a perda
da fluorescéncia vermelha da TPPS, por CCD.

O modelo mais aceito para interpretar os espectros eletrénicos de porfirinas &
0 “Modelo dos Quatro Orbitais de Fronteira” (Figura 50a), proposto por Gouterman e
que enfatiza transicdes entre os dois orbitais moleculares, quase degenerados,
preenchidos de maior energia e com simetrias ai, (1) e ax, (M) e 0s orbitais
moleculares desocupados e duplamente degenerados de menor energia e com
simetria eqy, (1) (Figura 50b).'2+12>126.127

O espectro eletronico das porfirinas em sua forma base livre (ndo metalada)

apresenta, de maneira geral, cinco bandas caracteristicas. A transicado mais intensa,
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denominada Soret, possui maximo de absorcédo entre 410 e 450 nm e apresenta
absortividade molar em torno de 10° L cm™ mol™. Esta banda é também designada
B(0,0). As demais bandas apresentam maximos de absorcao na regiao entre 500 e
700 nm e absortividades molares muito menores do que a banda Soret. Estas
bandas sao, também, denominadas bandas Q e sado, na ordem decrescente de
energia, Qy(1,0), Qy(0,0), Qx(1,0) e Qx(0,0).

Estas cinco bandas do espectro de porfirinas base livre (grupo pontual Dap)
sao devidas a transicfes 11 —» Tt*. As metaloporfirinas possuem maior simetria (Dan)
e, consequentemente, um menor ndmero de transicbes permitidas. Assim, o
espectro de metaloporfirinas apresenta, de maneira geral, a banda Soret e somente
as bandas Q(1,0) e Q(0,0), na ordem decrescente de energia.

O modelo dos quatro orbitais atribui & banda Soret a transicdo do orbital
molecular a;, para o orbital molecular desocupado de menor energia eg. No caso
das metaloporfirinas (D4n) as duas bandas Q sao devidas a transi¢cdes do orbital ay,

para os niveis vibracionais O e 1 do orbital excitado ey (Figura 50b).

a) b)
&y, (LUMC) & » (LUMO)
& Fi
LY Fd a
83, (HOMOY) Bz (HOMO) a4y

Figura 50: a) Modelo dos quatro orbitais de Gouterman e b) Diagrama de niveis de energia
de orbitais Ttde uma metaloporfirina.
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As metaloporfirinas podem ser classificadas, de acordo com seu espectro de
absorcdo e emissdo, em regulares e irregulares. As metaloporfirinas regulares (ou
normais) sao aquelas cujos espectros de absor¢cdo e emissdo sdo determinados
essencialmente pelos elétrons do anel porfirinico (transicbes 1 — T1), com um
minimo de perturbacdo dos elétrons do substituinte central. Os espectros de
absorcdo de metaloporfirinas irregulares podem ser de dois tipos: hypso e hyper. Os
espectros de absorcdo hypso sdo semelhantes ao normal, porém, as bandas sdo
deslocadas para o ultravioleta. Estes espectros sao caracteristicos de porfirinas com
metal de configuragdo d", n = 6 — 9, que possuem orbital com simetria ey (d)
ocupado. Os espectros de absorcao hyper apresentam bandas extras relativamente
intensas em comprimentos de onda acima de 320 nm.

As metaloporfirinas dos metais de transicdo com configuracdo d", 1 < n < 6,
com orbitais vazios ey (d) tem espectro do tipo hyper. As bandas extras sdo
atribuidas as transi¢cbes de transferéncia de carga aiu(1), ax(m (anel) - eqy (d)
(metal).

Observando a (Figura 49b) e baseando nesta discussado tedrica, podemos
concluir que o espectro obtido para a MnTPPS, estd de acordo com o de uma
metaloporfirina irregular do tipo hyper, pois podemos verificar a presenca de duas
bandas extras relativamente intensas em 378 e 400 nm atribuidas as transi¢cdes de

transferéncia de carga a.u(m), azu(m) (anel) — eq(d) (metal).

4.3.2. Encapsulacio da MnTPPS:

Apés ser obtida, a MnTPPS, foi encapsulada em dextrina. Esta encapsulacao

foi realizada para que o metal de transicdo atuasse como sonda, indicando a
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presenca da metaloporfirina nas particulas. O composto obtido foi caracterizado por

MEV, MET e EDS.

a) Microscopia eletronica de varredura

15k Hia. s68 Tum gagq1l ?!- !

Figura 51: Imagem de MEV das esferas de dextrina contendo MnTPPS, veiculada.

A partir da imagem de MEV (Figura 51) pode-se observar que 0 composto
encapsulado produzido tem morfologia esférica e o intervalo de tamanho das

particulas € 0,2 - 2,6 um.
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b) Microscopia eletronica de transmissdo e Espectroscopia de
energia dispersiva

O acompanhamento da morfologia também foi verificado por MET (Figura

52a), que confirmou a forma esférica das particulas.
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Figura 52: a) Imagem de MET das esferas de dextrina contendo MnTPPS, veiculada e b)
EDS de esferas de dextrina contendo ou ndo a metaloporfirina.

A espectroscopia de energia dispersiva de uma particula foi realizada durante
a andlise por MET (Figura 52b). Assim, trés particulas foram focalizadas para a
realizacdo do EDS. O espectro de EDS de uma nanoesfera da dextrina é
apresentado para confirmar a auséncia do pico referente ao Mn (Ka). Pelos
espectros de EDS registrados, a presenca do pico de difracédo referente ao Mn (Ka)
confirma a existéncia de MnTPPS,; nas trés esferas analisadas do composto

encapsulado.
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¢) Porcentagem de MnTPPS: associada as nanoesferas de
dextrina e eficiéncia de encapsulacio

AplOs as amostras terem sido analisadas por espectroscopia UV-Vis, foi
possivel determinar a massa de MnTPPS, presente dentro e fora da nanoesferas de
dextrina, utilizando-se os valores de absorbancia em 468 nm e a respectiva curva de
calibracdo. Os resultados obtidos e a da eficiéncia de encapsulacdo estédo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Valores obtidos de massa de MnTPPS, e Eficiéncia de Encapsulacdo da
MnTPPS, em 10,0 mg de nanoesferas de dextrina. Média de 3 determinacdes.

Massa (ug)
MnTPPS, externa 3,3
MnTPPS, interna 85,9
MnTPPS, total 89,2

Eficiéncia de Encapsulacao = 96,3%

Eficiéncia de Encapsulagao Teérica = 89,2%

O sucesso de uma encapsulagcéo é alcancado quando ha uma alta retencao
de material ativo durante o processo e, geralmente, as encapsulagdes por spray
drying ocorrem com elevada eficiéncia.'?'?® Pela Tabela 3, a alta eficiéncia obtida
sugere que o spray dryer desenvolvido proporcionou encapsulacdes com elevada
incorporacao de MnTPPS, nas nanoesferas de dextrina, podendo ser empregado
com sucesso na incorporacgdo de porfirinas em matrizes poliméricas.

A porcentagem de MnTPPS, presente nas nanoesferas de dextrina, ou taxa

de associagao, foi determinada em 0,89%.
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4.3.3. Encapsulacio da TPPS:

Com objetivo de verificar a reprodutibilidade dos resultados obtidos para a
MnTPPS,, a encapsulacdo da respectiva porfirina base livre em dextrina foi

realizada. O po obtido foi caracterizado morfologicamente por MEV e MET.

a) Microscopia eletronica de varredura
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Figura 53: a) Imagem de MEV das esferas de dextrina contendo TPPS, veiculada e b)
Distribuicdo do tamanho das nanoesferas obtidas.

Porfirinas nanoencapsuladas obtidas por ultra-som spray drying. 94



Resultados e Discussao

A imagem de MEV confirmou a morfologia esférica das particulas (Figura
53a), cuja distribuicdo de tamanho foi determinada a partir da andlise de
aproximadamente 1000 nanoesferas presentes nas imagens de MEV. Pelo
histograma da Figura 53b, foram determinados o diametro médio e o respectivo
desvio padrdo das nanoesferas de dextrina contendo TPPS; veiculada:

920 +410 nm.

b) Microscopia eletronica de transmissiao

Figura 54: Imagens de MET das esferas de dextrina contendo TPPS, veiculada.
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As imagens de MET confirmaram a forma esférica e a grande dispersdo no

tamanho das particulas.

¢) Porcentagem de TPPS: associada ds nanoesferas de dextrina
e eliciéncia de encapsulacio

ApoOs as amostras terem sido analisadas por espectroscopia UV-Vis, foi
possivel determinar a massa de TPPS, presente dentro e fora das nanoesferas de
dextrina, utilizando-se os valores de absorbancia em 414 nm e a respectiva curva de
calibracdo. Os resultados obtidos e a da eficiéncia de encapsulacdo estédo

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Valores obtidos de massa de TPPS, e Eficiéncia de Encapsulacdo da TPPS, em
10,0 mg de nanoesferas de dextrina. Média de 3 determinacdes.

Massa (ug)
TPPS, externa 2,5
TPPS, interna 88,3
TPPS, total 90,8

Eficiéncia de Encapsulacao =97,2%

Eficiéncia de Encapsulagao Teérica =90,8%

A partir destes resultados é possivel verificar que a TPPS, foi encapsulada
em nanoesferas de dextrina com elevada eficiéncia. O resultado obtido estd de
acordo com a literatura, que ressalta a potencialidade do processo spray drying para
encapsulacdo, em larga escala e com alta eficiéncia de incorporacdo, de farmacos

em nano/microparticulas.***°
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A porcentagem de TPPS, presente nas nanoesferas de dextrina, ou taxa de

associacao, foi determinada em 0, 91%.

4.3.4. Consideracoes finais sobre as encapsulacoes
realizadas em dextrina

As encapsulacdes da TPPS,; e da MnTPPS,; em nanoesferas de dextrina
foram realizadas com elevada eficiéncia (maior que 95%). Entretanto, ndo ha relatos
na literatura sobre a utilizacdo deste polissacarideo como agente encapsulante.
Além disso, a dextrina € um polimero hidrofilico (solivel em agua) e esta
propriedade inviabiliza sua aplicagdo como veiculo carregador para liberacdo
controlada de farmacos, uma vez que o plasma (liquido amarelo claro que
representa 55% do volume total de sangue) é constituido por 90% de agua, onde se
encontram dissolvidas proteinas, aclcares, gorduras e sais minerais.*?°

Por outro lado, as encapsulacdes neste polimero foram muito importantes
para o0 desenvolvimento de um spray dryer e para o estabelecimento de uma
metodologia de encapsulacdo. Além disso, a dextrina pode também ser utilizada

para outros fins de encapsulacdo que requerem liberacéo rapida.

4.4, Estudo espectroscopico da TPPS: encapsulada em
nanoesteras de dextrina

Os sistemas porfirinicos de ocorréncia natural sao protegidos e preservados
em sua forma monomérica pelos polimeros biolégicos (proteinas), como o0 grupo

heme na hemoglobina e mioglobina.**
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A agregacao afeta consideravelmente as caracteristicas espectrais e
energéticas das porfirinas, reduzindo o rendimento quantico e o tempo de vida do
estado excitado (singlete ou triplete). Uma solucdo possivel para este problema é
encapsular a porfirina em nanoesferas poliméricas, proporcionando um ambiente
onde o fotossensibilizador pode ser administrado em sua forma monomérica.**

Com o intuito de verificar se a TPPS, encontrava-se agregada nas particulas
e comprovar que o processo spray drying ndo degradou a porfirina, as nanoesferas
foram analisadas por espectroscopia de fotoluminescéncia e  por
absorcao/reflectancia difusa no UV-Vis. Os resultados obtidos foram comparados

com o de misturas fisicas de TPPS, e dextrina.

4.4. 1. Espectroscopia eletronica de fotoluminescéncia

Inicialmente, o espectro de excitacdo da TPPS, nanoencapsulada em dextrina
foi registrado Figura 55a. Os espectros de emissao da TPPS, presente nas misturas
fisicas e nanoencapsulada sao apresentados na Figura 55b,c . A Figura 55b mostra
0s espectros de emissao da TPPS, em diferentes porcentagens (0.2, 0.3, 0.8 e 1.0%
m/m) nas misturas fisicas com dextrina. Estes espectros contém as bandas de
emissao em 650 e 710 nm que séo caracteristicas da porfirina base livre em solugéo
aquosa (Figura 56). A Figura 55c apresenta o espectro de emissao da TPPS,
nanoencapsulada. E possivel verificar que as bandas de emissdo em 650 e 710 nm
que sao caracteristicas da porfirina base livre em solugdo aquosa estdo presentes,
indicando que o processo spray drying ndo ocasionou nenhuma mudanca estrutural.
Como mencionado no item 3.4, as nanoesferas de dextrina utilizadas neste estudo
contém 0,7% em massa de TPPS,. Entretanto, estas particulas exibem maior

intensidade de emissdo que uma mistura fisica contendo maior porcentagem de
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TPPS, (0,8% m/m). Este comportamento pode ser observado na Figura 55d e
explicado com base na morfologia da particula como discutiremos com base nos

resultados de MEV a seguir.
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Figura 55: a) Espectro de excitacdo da TPPS, nanoencapsulada (0.7% m/m) (Aem =650 nm).
Espectros de emisséo da TPPS,: b) nas misturas fisicas e ¢) nanoencapsulada (0.7% m/m).
d) Comparacao entre as intensidades de emissdo em 650 nm da TPPS, nanoencapsulada e
presente nas misturas fisicas (Aexc = 520 nm).
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Figura 56: Espectro de emissdo da TPPS, em solucéo aquosa (1,9.10° mol L™Y).

4.4.2. Microscopia eletronica de varredura

As imagens de MEV da Figura 57 revelam que as particulas da mistura fisica
nao apresentam morfologia definida e sdo maiores (~10 vezes) do que as
nanoesferas. A encapsulacdo € responsavel pela distribuicdo mais eficiente das
moléculas de TPPS, nas esferas, proporcionando um ambiente onde a porfirina
pode ser mantida na sua forma monomérica e ocasionando emissées com maior

intensidade.
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Figura 57: Imagens de MEV da TPPS, a) encapsulada em nanoesferas de dextrina (0,7%
m/m) e b) presente nas misturas fisicas (0,8%m/m).

4.4.3 Absorcio/reflectincia difusa no ultravioleta-visivel

Os espectros de absorcdo da TPPS, nanoencapsulada e presente na mistura
fisica (Figura 58), obtidos a partir da andlise de reflectancia difusa utilizando a
funcdo remissdo de Kubelka Munk, estdo de acordo com o espectro de absorcéo

eletrbnica desta porfirina em solucéo aquosa (Figura 49a).
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Figura 58: Espectros de absorcdo da TPPS, a) encapsulada em nanoesferas de dextrina
(0,7% m/m) e b) presente nas misturas fisicas (0,8%m/m). KM = Kubelka Munk.

Conforme foi discutido no 4.3, podemos ver que 0 espectro eletrbnico da
TPPS,, esta de acordo com o modelo dos Quatro Orbitais de Fronteira proposto por
Gouterman*?*'?