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FABRICACAO E CARACTERIZACAO DE MICROPARTICULAS DE VATERITA
COMO SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA
PARA COMPOSTOS BIOATIVOS

RESUMO

O carbonato de célcio (CaCO3) ¢ um dos materiais mais abundantes do mundo. Possui varias
fases cristalinas diferentes como presentes nos minerais: calcita, aragonita e vaterita, os quais
sao polimorfos cristalinos anidros. Em relagdo a preparagdo dessas microparticulas, o aspecto
mais importante é o controle do polimorfismo, tamanho de particula e morfologia do material.
Este estudo visou desenvolver microparticulas porosas de carbonato de calcio na fase de
vaterita (u-CaCQO3) para o encapsulamento da ftalocianina de cloro-aluminio (Cl1AIPc¢) como
fotossensibilizador (FS) para aplicacdo em Terapia Fotodinamica (TFD). As microparticulas
foram produzidas pela precipitacdo quimica a partir de solugdes de carbonato de sodio e
cloreto de célcio na presenca do surfactante anidonico poli (4-estirenossulfonato de so6dio)
(PSS) como estabilizante. Foram controlados os pardmetros na sintese das microparticulas,
como supersaturacdo das solugdes, agitagdo e tempo de reacdo, buscando as condi¢des ideais
para a obten¢do das microparticulas esféricas na fase de vaterita (u-CaCOs3). O progresso da
reacdo foi acompanhado por microscopia eletronica de varredura para avaliar a producao de
nu-CaCOs. As microparticulas encapsuladas com o fotossensibilizador (u-CaCO3/ClAlPc)
apresentaram forte banda de absor¢do na regido do vermelho com maximo de absor¢do
localizado em 674 nm, mostrando perfil caracteristico de uma espécie ndo agregada na faixa
de concentragdo estudada. A Difragdo de raios X, mostrou as fases obtidas no processo de
sintese das microparticulas e a porosidade aparente determinada por BET com tamanho médio
de, aproximadamente, 37 nm. Foi demonstrado pela internacionalizacdo celular, utilizando
macrofagos como modelo biol6gico, que as particulas capturadas fornecem a localizagdo do
corante dentro da célula aumentando sua concentragdo local. Conforme determinado por um
ensaio de viabilidade, foi possivel observar redu¢do significativa da viabilidade, nos grupos
tratados com a maior concentragio, de 3 pumol.L!, alcangando aproximadamente 50% de
redu¢@o no grupo tratado com 10 J/cm?. Os resultados nos permitiram concluir que o C1AIPc
carregado em p-CaCOs pode ter aplicagdo potencial como sistema de liberagao de farmacos
para protocolos de TFD.

Palavras-chave: Carbonato de Célcio, Ftalocianinas, Microparticulas, Vaterita.



Manufacture and characterization of vaterite microparticles as controlled
release systems for bioactive compounds

ABSTRACT

Calcium carbonate (CaCOs3) is one of the most abundant materials in the world. It has several
different crystalline phases as present in the minerals: calcite, aragonite and vaterite, which are
anhydrous crystalline polymorphs. Regarding the preparation of these microparticles, the most
important aspect is the control of the polymorphism, particle size and material morphology.

This study aimed to develop porous microparticles of calcium carbonate in the vaterite phase (-
CaCO:s) for the encapsulation of chloro-aluminum phthalocyanine (CIAIPc) as a photosensitizer
(FS) for application in Photodynamic Therapy (TFD). The microparticles were produced by
chemical precipitation from solutions of sodium carbonate and calcium chloride in the presence
of anionic surfactant poly (sodium 4-styrenesulfonate) (PSS) as a stabilizer. The parameters in
the synthesis of the microparticles were controlled, such as supersaturation of the solutions,
agitation and reaction time, seeking the ideal conditions for obtaining the spherical microparticles
in the vaterite phase (u-CaCOs3). The progress of the reaction was monitored by scanning electron
microscopy to assess the production of pu-CaCOs. The microparticles encapsulated with the
photosensitizer (u-CaCOs3 / ClAIPc) showed a strong absorption band in the red region with
maximum absorption located at 674 nm, showing a characteristic profile of a non-aggregated
species in the studied concentration range. X-ray diffraction showed the phases obtained in the
microparticle synthesis process and the apparent porosity determined by BET with an average
size of approximately 37 nm. It was demonstrated by cellular internationalization, using
macrophages as a biological model, that the captured particles provide the location of the dye
within the cell, increasing its local concentration. As determined by a viability test, it was
possible to observe a significant reduction in viability, in the groups treated with the highest
concentration, of 3 pmol.L"!, reaching approximately 50% reduction in the group treated with 10
J / em?. The results allowed us to conclude that CIAIPc loaded in p-CaCO3 may have potential
application as a drug delivery system for PDT protocols.

KEYWORDS: Calcium carbonate, Phthalocyanines, Microparticles, Vaterita.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Esquema geral da TEFD........ccccoiiiiiiiiiiii e 14
Figura 2: Protocolo de aplicacdo da Terapia Fotodindmica............ccocvvveriniiiieeniciciicee 19
Figura 3: Diagrama de Jablonski ilustrando as reagdes fotoquimicas a partir da excitagdo de
T0t0SSENSIDIIIZAAOTES. ... 21
Figura 4: Estrutura quimica do Photofrin® classificado como fotossensibilizador de 1°
LS 2T o S PP P P PPPPTPON 23
Figura 5: Nucleos basicos de farmacos fotossensibilizadores utilizados na TFD.. .................. 24
Figura 6: Estrutura molecular das ftalocianinas base livre e metaladas. ...........cccoccoveieiennnene 25
Figura 7: Estrutura quimica do cloro aluminio ftalocianina (CIAIPC). ........ccooviiiiiiiiiinnnne 26
Figura 8: Concentragdo do farmaco: libera¢do controlada (A) e terapia convencional (B).....29
Figura 9: Polimorfismo do carbonato de calcio (CaCO3). ....ccvvveiiriinieiiniisiese e 34
Figura 10: Fluxograma do desenvolvimento do projeto de pesquisa. .........ccuvverervereeriennenn 37
Figura 11: Representacdo esquematica da precipitagdo quimica para preparacdo de
MICTOPArticulas de CaAC O3 ..uiuiiiiiiiiiieie e 38
Figura 12: Cé¢lulas unitarias das fases polimorficas do CaCOs. a) calcita, b) vaterita, c)
) R Te(0) 1L OO U TP PP PURTRPPPRTPR 44
Figura 13: Imagens de microscopia eletronica de varredura das microparticulas de CaCOs3 na
auséncia de PSS e agitacdo de 1500 IPm........ccceeiiiiiiiiiiiiiiii 45

Figura 14: Imagens de microscopia eletronica de varredura das microparticulas de CaCOs3 na
presenga de PSS e agitacdo vigorosa com ultraturrax: a) 5 min; b) 11 min, c¢) 15 min, d) 20

min 4pos a MIStUra doS TEAZENTES. ....cvvvviiiiriiiiiiie i 47
Figura 15: Detalhe da morfologia da superficie da microparticula porosa de CaCOis.............. 48
Figura 16: Espectro de absor¢dao no Uv-vis da ClAlIPc livre (etanol) e encapsulada em p-
CACO3, ettt 49
Figura 17: (a): Espectros de absor¢ao de ClAIPc em diferentes concentracdes; (b): grafico da
concentracdo de CIAIPC vs. ADSOTDANCIA. ........eviiiiiiiiie i 50
Figura 18: Esquema em escala da Célula Unitaria Vaterita. Esferas vermelhas: Oxigénio,
esferas verdes: célcio e esferas cinza: carbonO. ........ccocveriiiiieniiii e 51
Figura 19: Difratograma de Raios X das microparticulas de carbonato de calcio sintetizadas
POT PIECIPILAGAD QUIITIICA. ...vviviieriiiiiitieit sttt 52
Figura 20: Difratograma de Raios X da Cloro Aluminio Ftalocianina. ...........ccccceeviiiiinnnnn 53
Figura 21: Difratograma de Raios X das microparticulas de vaterita encapsuladas com Cloro
ATumMInio FLaloCIANINQ. ...co.viiiiiiiiiiiii et be e 54
Figura 22: Distribucdo de tamanho de Poros das microparticulas de vaterita.................co....... 56
Figura 23: Espectros de FTIR das microparticulas de CaCO3 .........ccoeviiiiiiiiciiiiii 57

Figura 25: Viabilidade do teste do Azul de Tripan. Em A observamos macrdéfagos do grupo
controle, com membrana intacta, e, portanto, sem coloracio. Em B observamos um grupo
apos tratamento com TFD com 3,0 umol.L!, onde é observado algumas células sem corante
(células vivas), e algumas coradas (células mortas). .........ccoceevieriiiiinniiiiie e 59

Figura 26: Viabilidade celular dos macréfagos avaliada pelo teste de azul de tripan. Os grupos
denominados Escuro compreendem amostras mantidas ao abrigo de luz. Os grupos que
receberam apenas LED ou TFD estdo identificados pela fluéncia utilizada, de 5 J.cm™ e 10
J.emZ (F <0,01) (@=0,01)cueiieiiieeieee et 60



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Caracterizagao do tamanho dos poros das microparticulas de vaterita



BET
CCA

CPNM

CIAlPc
DRX
DMSO
DDS
DMEM
EPR
EROs
%EE
FS

Hp
HpD
LED
MEV
NPG
Nm
10,
30,
PSS
Rpm
So

Sn

SUS
TFD
p-CaCoOs

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Brunauer — Emmett— Teller

Carbonato de Calcio Amorfo

Cancer de pele nao - melanoma

Cloro aluminio ftalocianina
Difracao de Raios X
Dimetilsulféxido

Sistema de Liberagao Controlada
Dulbecco modification of Minimum Essential Media
Efeito de permeabilidade e retengdo aumentada
Espécies reativas de oxigénio
Eficiéncia de Encapsulamento
Fotossensibilizador
Hematoporfirina

Derivado de hematoporfirina
Diodo emissor de luz

Microéspio Eletronico de Varredura
Nanoparticulas de gelatina
nandmetro

Oxigénio no estado singlete
Oxigénio no estado triplete

Poli 4-estirenossulfonato de sodio
Rotacdo por minuto

Estado singlete fundamental
Estado singlete excitado

Sistema Unico de Satide

Terapia Fotodinamica

Microparticulas Carbonato de Calcio



SUMARIO

1 LN EEI0] 516 107:Y0 T 12
i R O L o 1= (1Y o N CT=T o | OSSPSR 15
1.2 ODbJetiVOS ESPECITICOS.....cciiiiiieiicie ettt et esre e 16
2 REVISAO DE LITERATURA ......oovieeeeeee et es s ss st nasnes s 17
2.1  Terapia FOtOAINAMICA ........cceiiiiieie e 17
2.1.1 Mecanismo da acdo na Terapia FOtOdINAMICA .........cccevieiieie i 20
2.1.2 FOt0oSSeNSIDIIZAAOIES ......cc.oiiiiiiceee s 21
2.1.3  FLAIOCIANINGS ...oviiviiiiiieie ettt bbb enes 24
2.1.4 Cloro Ftalocianina de Aluminio (CIAIPC) ... 27
2.2  Sistemas de liberacdo controlada de fArmacos ..........c.ccccveviiie i 28
2.3 MALEITAIS POTOSOS ...vviuveiiieiiisiesiie ettt bbbt e bbb besreanes 30
3 MATERIAIS E METODOS .......ooiiieiieesieeiese et sesssses s sssss s sssssessenssnens 35
TN A Y = =] g T 1 OSSR P PP 36
KT | [=1 (oo [0 1SRRI 36
3.2.1 Produciio das (I-CaCO3).....cccoiiiiiiiiiiiiesiiseeee et 37
3.2.2 Caracterizagdo morfologica p-CaCOs.........ccccovvviiiiiiiiiiii 38
3.2.3 Caracterizacgado por Espectroscopia no Uv-Visivel (UV-ViS) ........cccccevviieiieneennenn, 39
3.2.4 Caracterizacdo de Fases — Difratrometria de Raios X (DRX)........cccccvevvvvveviennnnnn. 39
3.2.5 Caracterizacdo de Tamanhos dos Poros - Brunauer — Emmett— Teller (BET) 40
3.2.6 Caracterizacdo por Espectroscopia no Infravermelho............cccccoveeviiiiiicinennenn, 40
3.2.7 Determinacédo da Eficiéncia de encapsulamento (EE)..........c.ccccoveviviieiciicceennen, 40
3.2.8 Culturada cepa de RAW 264.7 .......ccouoieeieiie ettt 41
3.2.9 Estudos de citotoxicidade e fototoxicidade ...........cccoieviiiiiiiiniiceee 41
3.2.10 Internalizac8o da FtaloCianing ..........ccccceeveiieiiicic i 41
3.2.11 Avaliacdo da viabilidade Celular..............cccoooveiiiiiiiciece e 40
4 RESULTADOS E DISCUSSAO........ooviieereiieetieieseseessesesssesssses s senassessenesnanns 41
4.1  Caracterizacdo Morfologica das p-CaCOs.......ccceeviiiiiniiisiseeiee s 41
4.2  Estudo das propriedades fotofisicas no estado estacionario............cccccceevverieennnn. 48
4.3. Difratometria de Raios X (DRX)....c.coiieiiiiiiie ittt 51
4.4  Caracterizacdo de Tamanhos dos Poros - Brunauer — Emmett— Teller (BET) .... 53
4.5  Espectroscopia no Infravermelno (IV) ... 56
4.6  Internalizag8o da FtaloCianina...........ccooiiieiieiiiie e 57
4.7  Avaliagdo da viabilidade CElUIAr ... 59
5 CONCLUSOES ...ttt 60
REFERENCIAS ...ttt sttt 61

ANEXOS ... 74



13
1 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, uma variedade de terapias tem emergido como consequéncia de
avangos no campo das ciéncias e das tecnologias aplicadas a sistemas bioldgicos, mais
precisamente a area inovadora que envolve uma ciéncia multidisciplinar conhecida como
nanobiotecnologia, referindo-se as tecnologias em que a matéria € manipulada as escalas
atbmica e molecular para criar novos materiais com caracteristicas funcionais diferentes dos
materiais comuns, visando a aplicacdo pratica desse conhecimento nas areas da salde
(FARIA-TISCHER; TISCHER, 2012). A terapia fotodinamica (TFD) e o emprego de
sistemas micro e nanoestruturados como veiculos para a libera¢do dos fotossensibilizadores
(FS) é uma éarea promissora e encontra- se em crescimento na busca por um tratamento mais
seletivo e eficaz para tecidos neoplasicos (CALIXTO et al., 2016).

A Terapia Fotodinamica (TFD) vem se apresentando como modalidade de tratamento
de tumores superficiais e infeccBes, através da combinacdo de uma substancia fotossensivel
(FS) que é ativada por luz visivel, em um comprimento de onda adequado e presenca de
oxigénio molecular (BENVINDO et al., 2012; DOLMANS; FUKUMURA; JAIN, 2003).
Essa combinacdo € responsavel por gerar espécies reativas de oxigénio (EROSs) e oxigénio
singlete, levando a morte do tecido alvo, devido a uma cascata de eventos bioldgicos
apontado como o principal agente citotdxico gerado por fotoprocessos (ROCHA et al., 2017).

O tratamento por TFD é considerado como sendo seletivo, pois 0s componentes basicos
deste fotoprocesso devem ser toxicos somente quando combinados, ou seja, 0 dano ocorrera
somente nas células que forem expostas ao FS e a luz, simultaneamente (TOREZAN, 2009).
Através da interacdo de um fotossenbilizador e a luz para produzir espécies reativas de

oxigénio e a ocorréncia da morte de celulas seletivas (
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Figura 1) (BENVINDO et al., 2012; RAAB, 1900).

De acordo com Oliveira et al. (2015) as ftalocianinas s&o classificadas como
fotossensibilizador (FS) de segunda geragéo sé&o ativos promissores para a utilizacdo na TFD
por apresentarem alta taxa de absorcdo de luz na faixa espectral de 600 a 800 nm (janela
terapéutica), alta taxa de rendimento quantico de oxigénio singlete, além de estabilidade

fisico-quimica, pureza quimica e viabilidade econémica (MACHADO, 2000).
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Figura 1: Esquema geral da TFD.

OXIGENIO
MOLECULAR

Fonte: Elaborado pela autora.

A ftalocianina de cloroaluminio (CIAIPc), em particular, € uma molécula
fotossensibilizadora que consiste num macrociclo tetrapirrélico e um metal central (AI*),
onde a incorporacgdo de um metal diamagnético, como o aluminio, no macrociclo, fornece a
ftalocianina as propriedades fotofisicas e fotoquimicas mais favoraveis para a aplicacdo da
TFD, tais como alto rendimento quéntico do estado triplete alto e longo tempo de vida
triplete, bem como alto rendimento de producéo de oxigénio singlete e seu tempo de vida
relacionados aos estados excitados (BONNETT et al., 1999, SANCHES et al., 2005).

Porém a CIAIPc é hidrofdbica e apresenta uma baixa solubilidade em meio fisiol6gico
(VIOR et al., 2011) que torna inviavel sua administracdo direta na TFD, leva a necessidade de
veiculacdo dos mesmos em sistemas de liberacdo adequados, que melhor solubilizem e
modulem os processos de dissolugédo e biodistribui¢do in vitro e in vivo (CARVALHO et al.,
2018).

Toda esta problematica tem motivado um grande esfor¢o dos grupos de pesquisa em
todo o mundo para desenvolver um sistema capaz de transportar um composto terapéutico
(ativos para cancer e outras doengas, antibioticos, enzimas, horménios, etc) até um alvo
especifico (6rgdo, tecido ou célula), com eficiéncia e com baixos indices de efeitos colaterais,
biocompatibilidade e biodisponibilidade controlavel. Estes sistemas sdo conhecidos como
sistemas de liberacdo controlada (Drug Delivery Systems — DDS) (BIZERRA; SILVA, 2016).

Atualmente, materiais inorganicos porosos estdo surgindo como uma nova categoria de

sistema de entrega de compostos bioativos devido a algumas caracteristicas como estabilidade
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bioldgica e propriedade de liberacdo controlada (COSTA; OLYVEIRA; SALOMAO, 2017).

Estes materiais possuem uma vasta quantidade de nanoporos que permitem a inclusdo de
compostos bioativos neles.

As microparticulas de CaCOsz porosas podem ser eficazes para a fabricacdo de materiais
compositos biocompativeis devido a sua disponibilidade na natureza como um biomineral e a
estrutura adequada do poro para o carregamento de diversos materiais, caracteristicas que
levam as microparticulas de CaCOs serem usadas no desenvolvimento de DDS de compostos
bioativos (VOLODKIN; LARIONOVA; SUKHORUKOQV, 2004).

Suas particulas podem ser encontradas em trés diferentes polimorfos: vaterita (p-
CaCO0:s), aragonita (A-CaCOs3) e calcita (B-CaCOs), em uma ampla variedade de tamanho,
forma e estrutura cristalina com diferentes propriedades e caracteristicas (BESSLER;
RODRIGUES, 2008). A calcita tem uma estrutura cristalina romboédrica e € o polimorfo
termodinamicamente mais estavel em condicdes ambiente (SARAYA; ROKBAA, 2016). A
aragonita (estrutura ortorrombica) se forma a altas temperaturas, enquanto a vaterita (estrutura
hexagonal) é o polimorfo mais instavel e pode acompanhar a calcita se a precipitagdo ocorrer
em baixa temperatura (BOYJOO; PAREEK; LIU, 2018). Vaterita € um importante material
biomédico devido as suas propriedades como area superficial especifica elevada, alta
solubilidade, alta dispersdo e pequena densidade especifica sendo utilizada no
desenvolvimento de DDS de compostos bioativos (TRUSHINA et al., 2014).

O desenvolvimento e aplicacdo de microparticulas de carbonato de calcio para o
encapsulamento de compostos ativos em Terapia Fotodinamica tém sido pouco estudados até
0 momento. Com base no exposto, o objetivo do projeto foi desenvolver microparticulas
porosas de p-CaCOs para o0 encapsulamento da CIAIPc como FS para aplicagdo em terapia
fotodinadmica (TFD).

1.1 Objetivo Geral

O objetivo deste projeto foi investigar um novo sistema de liberacdo controlada de farmacos,
utilizando microparticulas porosas de carbonato de célcio (u-CaCOs3), com enfoque na fase de
vaterita, para o encapsulamento da ftalocianina de cloro-aluminio (ClAIPc) como

fotossensibilizador (FS) para aplica¢do em Terapia Fotodindmica (TFD).
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1.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver microparticulas de Carbonato de Calcio (u-CaCOs3) pelo método de
precipitacao quimica;

e (aracterizar as microparticulas fabricadas por microscopia eletronica de varredura;

e Caracterizar as fases das microparticulas por difratometria de raios X por DRX;

e Determinar a porosidade aparente das microparticulas p-CaCOs3 por BET;

e Incorporar a ftalocianina de cloro aluminio, como modelo de fotossensibilizador, nas
microparticulas de p-CaCOs;

e Caracterizar as microparticulas p-CaCQOs3/CIAIPc por técnicas no estado estacionario;

e Avaliar o comportamento citotdxico e fotobiologico das p-CaCOs/ClAlPc, utilizando

os protocolos de TFD;
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2 REVISAO DE LITERATURA

Neste capitulo estdo apresentados os relatos cientificos sobre o estado da arte de terapia
fotodinamica, fotossensibilizadores, liberacdo controlada de farmacos e materiais porosos,

gue nortearam e motivaram o desenvolvimento deste trabalho.

2.1 Terapia Fotodinamica

A terapia fotodindmica (TFD) é uma emergente modalidade terapéutica para o
tratamento de doencas neoplasicas e ndo-neoplasicas, como candidiase, herpes e AIDS
(SIBATA et al., 2000; SOLBAN; RIZVI; HASAN, 2006). A TFD tem como objetivo a
destruicdo localizada do tecido anormal, apresentando um tratamento alternativo, quer para
tumores de natureza benigna, quer para tumores de natureza maligna (CHARLESWORTH et
al., 1994).

A técnica é baseada em um tratamento que envolve luz e uma substancia quimica (um
fotosensibilizador), usada em conjunto com o oxigénio molecular para provocar a morte
celular. A seletividade baseia-se na capacidade do fotossensibilizador de se acumular
preferencialmente no tecido doente e gerar eficientemente oxigénio singlete ou outras
espécies altamente reativas, como os radicais, que induzem a morte celular alvo (MATEI et
al., 2013).

Desde os anos 80, essa técnica vem sendo considerada promissora para o tratamento
dessas doengcas (MACHADO, 2000). A TFD contemporinea surgiu pela primeira vez no
inicio do século XX na forma do primeiro fotossensibilizador hematoporfirina (Hp) (SIBATA;
TEDESCO; MARCHETTI, 2004). A TFD estd sendo considerada como tratamento
alternativo para o controle de doengas malignas (RIZVI et al., 2010).

A vantagem da TFD no tratamento do cancer ¢ que o fotossensibilizador e a luz sdo
inertes por si s6 e que a localizagdo do efeito fotodinamico ¢ considerada sitio-especifica
(TANAKA et al., 2012). O uso da TFD como terapia ¢ particularmente atraente por causa de
sua especificidade e seletividade fundamentais (ALEXIADES-ARMENAKAS, 2006).

A molécula de FS ao ser excitada pela luz em um determinado comprimento de onda,
reage com o oxigénio molecular e gera espécies oxidantes nos tecidos alvos, levando a morte

celular (AGOSTINIS et al., 2004), e conduzem a destruigéo seletiva do tumor, devido a uma
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sucessao de eventos bioldgicos, incluindo citotoxicidade direta, dano vascular e resposta do

sistema imunoldgico relacionados ao comportamento fotoquimico e fotofisico do farmaco no
estado excitado (ABELS, 2004; LUKSIENE, 2003).

A TFD quando comparada &s terapias convencionais (quimioterapia, radioterapia e
cirurgia) diferentemente dessas terapias nao apresenta graves efeitos colaterais e nem possui
eficiéncia limitada para o tratamento de tecidos neoplasicos (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

A TFD apresenta algumas vantagens sobre as terapias convencionais:

e Particularidade pelo tumor, permitindo que o tratamento de tumores seja
analisado de forma especifica quando estes tumores forem localizados;

e Completa renovacao do tecido normal apds o tratamento;

e Repeticdo da terapia, sem efeito toxico cumulativo;

¢ Relacdo custo-beneficio, sendo ele favoravel;

e O sucesso no tratamento e altas taxas de cura;

¢ Inducdo de imunizacdo, evitando os efeitos imunossupressores;

e E uma terapia ambulatorial (SVENSON, 2009).

A TFD possui também algumas desvantagens: (i) o FS frequentemente usado no
tratamento sdo moléculas insolUveis em agua e, consequentemente, sua injecdo no corpo ndo
é facil; (ii) pacientes que sdo tratados com o FS disponivel podem ficar sensiveis a luz por um
tempo, portanto, precaucfes de exposicdo a luz devem ser tomadas apo6s o tratamento; (iii)
falta de especificidade da célula-alvo FS; e (iv) penetracdo limitada da luz nos tecidos se a luz
convencional (600-700 nm) for usada, porgue ela ndo pode penetrar mais profundamente que
10 mm na pele para alcancar o local do tumor, limitando a TFD para tratar apenas tumores
superficiais, como cancer de pele, cancer bucal (HUANG; CHEN; LIN, 2013; LAPTEV et
al., 2006). A TFD tem sido usada para tratar outros tipos de cancer, como tumores digestivos,
cancer de prostata e tumores cerebrais (AGOSTINIS et al., 2011).

No entanto, como toda terapia, a TFD tem algumas limitagdes. O efeito fotodindmico
ocorre seletivamente no local irradiado, o que impossibilita a utilizacdo da TFD em
metastases com a tecnologia atualmente disponivel, e isso ndo permite a irradiacdo do corpo
inteiro com a intensidade luminosa adequada (BROWN; BROWN; WALKER, 2004).

A TFD é baseada no seguinte protocolo: (1) um fotossensibilizador (FS) é introduzido
no paciente (via oral, sistémica ou endovenosa); (2) apds um tempo de espera (tempo de
delay), a regido alvo ¢ irradiada com luz na regido vermelha do espectro eletromagnético, (3)

levando a morte celular pela acdo de espeécies reativas de oxigénio (Figura 2) (STERNBERG;
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DOLPHIN; BRUCKNER, 1998), sendo que a dosagem de ativo aplicada e as caracteristicas

do laser (tipo, dosagem de poténcia e tempo de iluminacdo) dependem do FS que esta sendo
aplicado e da espécie e gravidade da doenga tratada (MACHADO, 2000).

Figura 2: Protocolo de aplicagdo da Terapia Fotodinamica.

Luz

(1) (2) (3)

Fonte: Elaborado pela autora.

A TFD oferece um efeito terapéutico aprimorado via captacdo preferencial do
fotossensibilizador por: (i) morfologia do tecido alvo; (ii) iluminagdo especifica do tecido
alvo; (iii) momento estratégico da dose de luz aplicada; (iv) aplicacdo tdpica do
fotossensibilizador; e (v) manipulacdo quimica da estrutura do fotossensibilizador
(DOUGHERTY et al., 1998). A localizacdo do fotossensibilizador nos tecidos e células
desempenha um papel significativo nos mecanismos e na eficacia da morte celular, crucial
paraa TFD eficaz (SHARMAN; ALLEN;VAN LIER, 1999).

No Brasil, o Hospital Amaral Carvalho, em Jat — SP ¢ considerado referéncia em
oncologia, oferece desde 2008, a TFD como tratamento para os tumores de pele do tipo ndo
melanoma em fase inicial, sendo que esta tecnologia pode ser incorporada ao Sistema Unico
de Saude (SUS), e que a mesma ja foi reconhecida pelo Conselho Federal de Medicina e pela
Sociedade Brasileira de Cancerologia. Embora o cancer de pele ndo melanoma (CPNM) seja o
cancer mais comum em pessoas de pele branca, com taxas de incidéncia crescentes em todo o

mundo, sua incidéncia ¢ dificil de estimar. Atualmente, entre 2 e 3 milhdes de pessoas
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desenvolvem cancer de pele do tipo ndo melanoma. A cada trés canceres diagnosticados, um ¢

cancer de pele (OLIVEIRA et al., 2013).

O cancer da pele responde por 33% de todos os diagndsticos desta doenca no Brasil,
sendo que o Instituto Nacional do Cancer (INCA) registra, a cada ano, cerca de 180 mil novos
casos. A doenga ¢ provocada pelo crescimento anormal e descontrolado das células que

compdem a pele.

2.1.1Mecanismo da acdo na Terapia Fotodinamica

A terapia fotodinamica (TFD) ¢ uma forma moderna e ndo invasiva de terapia que
emergiu como uma modalidade terapéutica promissora para o tratamento de doengas
oncologicas e ndo-oncologicas (DOUGHERTY et al., 1998).

A TFD ¢ baseada na administracdo de um agente fotossensibilizante em um tecido
tumoral seguida da ativagdo desse agente por uma luz com comprimento de onda especifico,
do composto fotossensivel, o fotossensibilizador acumula-se preferencialmente nas células
tumorais apoOs sua administracdo topica ou sistémica (KHARKWAL et al., 2011). Onde as
moléculas do fotossensibilizador absorvem a luz do comprimento de onda apropriado,
iniciando os processos de ativacdo que levam a destruicdo seletiva das células lesadas.
Devido a sua acdo seletiva, a terapia fotodinamica ¢ bem aceitada pelos pacientes
(SPERANDIO; HUANG; HAMBLIN, 2013). Os protocolos fotodinamicos sdo eficientes e
indolores, e a simplicidade de sua aplicagdo permite o uso ambulatorial.

O processo fotodindmico ¢ iniciado pela absor¢do de luz pelo FS no estado
fundamental, o qual ¢ promovido para um estado excitado de vida curta. A partir deste estado,
o FS pode retornar para o estado fundamental, pela emissao de luz (fluorescéncia) ou pode
sofrer um cruzamento intersistema para o estado excitado triplete, o qual ¢ mais estavel e
apresenta tempo de vida mais longo (AGOSTINIS et al., 2011).

Existem dois mecanismos principais da reacdo fotodinamica. Ambos sdo intimamente
dependentes das moléculas de oxigénio dentro das células. O primeiro estagio de ambos os
mecanismos ¢ semelhante. O fotossensibilizador depois de entrar na célula, ¢ irradiado com
um comprimento de onda de luz que coincide com o méaximo de absor¢do do FS e ¢
convertido do estado fundamental singlete para o estado singlete excitado por causa da
absor¢ao de fotons (ROBERTSON; EVANS; ABRAHAMSE, 2009). Parte da energia ¢

perdida na forma de fluorescéncia, e a energia restante direciona uma molécula de
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fotossensibilizador para o estado tripleto excitado - a forma terapéutica adequada do

composto (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2005). Além disso, moléculas no estado

triplete excitado podem sofrer reagdes do tipo I e I (Figura 3).

Figura 3: Diagrama de Jablonski ilustrando as reacdes fotoquimicas a partir da excitagdo
de fotossensibilizadores.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A reagdo tipo I ¢ uma reacdo direta do FS excitado com uma biomolécula por um
mecanismo que envolve a transferéncia de elétrons para espécies reativas de oxigénio (EROs),
como por exemplo, o peroxido de hidrogénio (H20>), radical superdxido (e O;) e o radical
hidroxila (¢ OH). A reacdo do tipo II resulta da transferéncia de energia do FS triplete
excitado ao oxigénio molecular para produzir oxigénio singlete (10,). Estas reagdes induzem
um encadeamento de reacdes oxidativas que ocasionam inviabilizagdo das células alvo
(RIBEIRO; JORGE, 2005). Sendo que os fatores que determinam a morte das células alvos
estdo diretamente relacionados com o tipo de molécula de FS, da condicdo do local e da
dosimetria luminosa aplicada durante o processo da terapia (SELLERA; GARGANO;
POGLIANI, 2014). As reacdes do Tipo I ocorrem em cerca de 5% da reagdo e para os outros
95%, ocorre o mecanismo Tipo II, onde ¢ responsavel pelo apoptose celular que,

diferentemente da necrose niio provoca injuria aos tecidos adjacentes (KUBLER et al., 1998).
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2.1.2Fotossensibilizadores

Os fotossensibilizadores (FS) sdo compostos atoxicos ou pouco tdxicos, que em seu
estado fundamental sdo inativos e apresentam a caracteristica de absorcéo da luz nas regides
do infravermelho, visivel ou radiacdo ultravioleta (JORI, 2006) e possuem a capacidade de
induzir ou de participar de mecanismos fotoquimicos e fotoprocessos (MACHADO, 2000).

Os fotossensibilizadores apresentam como principal caracteristica a capacidade de se
acumular preferencialmente no tecido tumoral e produzir agentes citotoxicos para induzir a
morte do tecido tumoral onde se acumulou (SHARMAN ALLEN; VAN LIER, 1999). Estes
compostos sdo moléculas capazes de interagir com a luz, na presenca de oxigénio molecular,
de maneira que podem gerar espécies altamente reativas de oxigénio, como 0 oxigénio
singlete e outras formas radicalares (SILVA, 2007).

Alguns pre-requisitos para um fotosensibilizador ideal incluem pureza quimica,
seletividade para células tumorais, estabilidade quimica e fisica, curto intervalo de tempo
entre administracdo e acimulo maximo dentro do tecido-alvo, ativacdo em comprimentos de
onda com penetra¢do maximizada no corpo (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004).

A natureza da TFD requer a localizagdo eficiente de um fotosensibilizador no tecido
alvo, a fim de obter uma resposta satisfatoria (SVANBERG et al., 1998). Idealmente, 0s
fotossensibilizadores devem ser retidos pelo tecido doente por periodos mais longos em
comparacdo com o tecido saudavel (BONNETT; MARTINEZ, 2001). Assim, a exposicio a
luz cuidadosamente programada € vital para garantir que a ativacdo do fotossensibilizador
ocorra apenas quando a proporcao de fotosensibilizador no tecido doente for maior do que no
tecido saudavel, minimizando os danos indesejados as células saudaveis (ETHIRAJAN,
2011).

O avanco da TFD comegou com a descoberta dos derivados da hematoporfirina (HpD)
uma mistura complexa de porfirinas . O primeiro farmaco aprovado e introduzido na terapia
fotodinamica (TFD), é representando pelo Photofrin® (Figura 4), o qual apresenta uma
mistura de moléculas fotoativas que absorvem em comprimentos de onda de até 630 nm.
Destaca- se 0s compostos devivados de Hematoporfirina classificados como primeira geracéo
de farmacos fotossensiveis (NUNEZ; GARCEZ; RIBEIRO, 2015).
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Figura 4: Estrutura quimica do Photofrin® classificado como fotossensibilizador de 1?
geracao.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Levando em consideracdo que quanto maior o comprimento de onda, maior a
capacidade de penetracdo da luz nos tecidos, a regido de absor¢do do Photofrin® absorve na
regido de 630 nm, ndo é tao satisfatdria pelo fato de precisar de doses mais elevadas (ROCHA
et al., 2015) para atingir o efeito fotodindmico desejado, apresentando sensibilidade cutanea
por vérias semanas (SENGE, 2012), sendo formado por uma mistura complexa de porfirinas,
mondmeros e oligdmeros (KOLAROVA et al., 2007). O Photofrin® ja foi aprovado para uso
clinico em mais de 40 paises e sua aplicagdo é feita em tratamento de tumores sélidos,
incluindo tumores de pulmao, estbmago, eséfago e colo de utero (BANFI et al., 2007).

Segundo Settbal (2007), visando & busca de novas drogas fotossensiveis e compostos
com propriedades fotofisicas melhoradas em relacdo ao Photofrin®, originou-se a chamada
segunda geracdo de fotossensibilizadores, apresentando uma absorcdo de luz na regido de
600-800 nm (intervalo chamado de “janela fototerapéutica™), onde a penetracdo de luz nos
tecidos é maximizada sem a interferéncia de cromdforos endégenos (SZACILOWSKI et al.,
2005), tais como as ftalocianinas (MARTI et al., 2000) clorinas e bacterioclorinas
(MACHADO et al., 2010) (Figura 5).
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Figura 5: Nucleos basicos de farmacos fotossensibilizadores utilizados na TFD.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os farmacos fotossensibilizadores devem apresentar algumas propriedades ideais para a
sua aplicacdo em protocolos de TFD tais como: baixa toxicidade no escuro (ISHII, 2012), alta
fototoxicidade (DI MASCIO et al., 1994); alta seletividade e especificidade para o tumor alvo
(DOLMANS; FUKUMURA; JAIN, 2003); rapida eliminacdo do corpo (LEMP et al., 2008);
absorcéo de luz na janela terapéutica (DURMUS et al., 2011); alto rendimento quantico de
producdo de oxigénio singlete (MATLABA; NYOKONG, 2002); solubilidade em solucdes a
base de agua e estabilidade em condi¢des fisiologicas (CAMERIN et al., 2010), obtencédo
industrial com custos reduzidos, apresentando facilidade e uma boa reprodutibilidade na
producdo (USADA et al., 2006).

As ftalocianinas apresentam ions metalicos diamagnéticos como metal central, o que
reduz efeitos colaterais citotdxicos, apresentando, por exemplo: alto potencial na TFD em
modelos de tumores animais (YAVLOVICH et al., 2010).

2.1.3Ftalocianinas

As ftalocianinas sdo macrociclos altamente conjugados com estabilidade térmica e
quimica, apresentando propriedades que permitem que sejam aplicadas em muitos campos
diferentes, como o uso de fotossensibilizador em Terapia Fotodinamica (MACK;
KOBAYASHI, 2011).

As ftalocianinas sao compostos analogos das porfirinas. Diferentemente das porfirinas,

as ftalocianinas nao sao encontradas na natureza, devido a auséncia dos principais precursores
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da ftalocianina na natureza (MOSER; THOMAS, 1963). Os derivados de ftalocianina

compreendem a segunda geragao de fotosensibilizador e atrairam muita atencao devido ao seu
excelente desempenho como fotossensibilizante.

As ftalocininas sdo consideradas excelentes farmacos fotossensiveis para TFD devido a
sua estabilidade fisico-quimica, pureza e viabilidade econdmica (VAN LIER; SPIKES, 1989),
sendo favoraveis para aplicacdo em fotoprocessos, como TFD, por apresentarem elevada
geracdo de oxigénio singlete (PERUSSI, 2007), elevada absor¢do de luz na faixa de 600-800
nm, regido onde a penetra¢do de luz ¢ maximizada (IBANEZ SIMPLICIO; MAIONCHI;
HIOKA, 2002) levando uma elevada resposta fototerapica. Além disso, possuem absorcao e
emissao na faixa de 660 a 750 nm, tornando-os sensiveis a luz, que pode penetrar
profundamente nos tecidos vivos (JORI, 1992).

As ftalocianinas apresentam como caracteristica uma estrutura molecular que pode ser
modificada, adicionando os ligantes periféricos e/ou axiais, bem como metais entre quatro
nitrogénios centrais (Figura 6).

De acordo com Oliveira et al. (2015), a estrutura molecular das ftalocianinas ¢
semelhante a das porfirinas: apresenta um macrociclo tetrapirrolico com atomos de nitrogénio
ligando as subunidades pirrdlicas no lugar das pontes de metileno presentes nas porfirinas,

como aplicacdo com darea: industrial, tecnologica e médica (CAMUR et al., 2011).

Figura 6: Estrutura molecular das ftalocianinas base livre e metaladas.
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Fonte: Elaborado pela autora.

As ftalocianinas complexadas com metal que apresentam as propriedades fotofisicas

mais favoraveis para a aplicacao na TFD, sdao os complexos de Al (II), Ge (IV), Si (IV), e Zn
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(IT), onde o tempo de meia-vida de seu estado excitado apresenta uma melhor performance, o

que as torna forte candidatas como FS para TFD (OGUNSIPE; NYOKONG, 2005).

A periferia do macrociclo ¢ estendida por anéis benzénicos que aumentam a absor¢ao
em comprimentos de onda na regido do vermelho do espectro visivel (MIRONOV;
NECHAEYV, 2001) de modo que a sua absor¢do maxima ocorre em comprimentos de onda
maiores do que o das porfirinas (SHARMAN; ALLEN; VAN LIER, 1999).

Virios estudos demonstram que a solubilidade da ftalocianina desempenha um papel
importante na determinagdo de suas propriedades espectrais, quimicas, fisicas e biologicas
(SHARMAN; ALLEN; VAN LIER, 1999). Além disso, suas propriedades fotofisicas sao
fortemente influenciadas pela presenca e natureza do ion metéalico central o que interfere
diretamente no rendimento quantico e tempo de vida de estado excitado triplete (PRIMO,
2006).

Nesse trabalho, foi utilizado como FS a Cloro Aluminio Ftalocianina (CIAIPc), que

apresenta na estrutura mostrada na (Figura 7).

Figura 7: Estrutura quimica do cloro aluminio ftalocianina (CIAIPc).

Fonte: Elaborado pela autora.

Entretanto, assim como a maioria dos fotossensibilizadores de segunda geracdo, a
CIAIPc é altamente hidrofébica, ou seja, apresenta baixa solubilidade em agua. Uma vertente
para solucionar esse problema de solubilidade em solugdes aquosas causado por sua elevada
hidrofobicidade, a CIAIPc foi avaliada incorporada em diferentes sistemas de liberacédo
controlada, chamados de Drug Delivery Systems (DDS) (TSUBONE et al., 2014).

Entretanto, esses fotossensibilizadores chamados de primeira geracdo, apresentam

algumas desvantagens com relagao ao seu uso em TFD, como baixa seletividade ao tecido
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alvo e baixa absor¢ao de luz na regido do vermelho. Com isso os compostos derivados da

Hematoporfirina levaram ao desenvolvimento de novas moléculas, com propriedades mais

atrativas (DABROWSKI et al., 2012).

2.1.4Cloro Ftalocianina de Aluminio (CIAIPc)

Na TFD um dos fotossenssibilizadores que tem se mostrado eficaz e se destacado
promissor como fotossensibilizador para a eliminacdo de células neoplasicas ¢ a Cloro
Aluminio Ftalocianina (CIAIPc) (MUEHLMANN et al., 2014). A CIAIPc ¢ um composto
encontrado com alta pureza, muito estavel quimicamente e apresenta uma baixa
citotoxicidade na auséncia de luz (De PAULA, 2008).

A CIAIPc é um fotossensibilizador derivado da classe das ftalocianinas e apresenta
diversas vantagens quanto ao seu emprego na TFD, tais como rendimento quéntico de estado
triplete elevado e longo tempo de vida no estado triplete, bem como alto rendimento de
producéo de oxigénio singlete (SIBATA; TEDESCO; MARCHETTI, 2004).

Devido a interacdes eletrbnicas entre os anéis de duas ou mais moléculas, a
hidrofobicidade da CIAIPc viabiliza a formagdo de agregados fotoquimicamente inativos em
solugdo aquosa (TAPAJOS et al., 2008). A baixa solubilidade em agua da CIAIPc impede
frequentemente a sua aplicagdo direta no tecido biologico alvo (SINGH; SETTLEMAN,
2010). Devido a insolubilidade das ftalocianinas em ambiente aquoso (meio fisioldgico) ha a
necessidade de vincula-las em sistemas de liberacao (SIMIONI ef al., 2008). Como a maioria
dos fotossensibilizadores Aluminio-Cloro Ftalocianina (ClAlPc) dessa classe, uma molécula
hidrofoébica que por sua vez pode facilmente agregar em meio aquoso devido a fortes
interacdes ¢ suas moléculas (CHEN et al., 2007).

Com tudo, essa propriedade compromete sua administragdo intravenosa que necessita
de meio fisiologico dificultando a aplicacdo em TFD (VIOR et al., 2011).

Vaérias estratégias de encapsulamento em sistemas nanoestruturados foram utilizadas
buscando a melhoria na solubilidade e biodisponibilidade de compostos lipofilicos
(GHALANDARLAKI; ALIZADEH; ASHKANI-ESFAHANI, 2014).

A tecnologia de liberacdo controlada de farmacos, conhecida como (DDS), vem
contribuindo para o avanco da saude humana e tem se favorecido diretamente com os avancos
da nanobiotecnologia (CHEN et al., 2007). O uso da nanotecnologia na entrega do

fotosensibilizador é uma abordagem atraente, pois 0s nanomateriais podem satisfazer a
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necessidade de aumentar a eficacia da TFD (LI, 2009). O fotossensibilizador apresentando um

direcionamento aprimorado ajuda a evitar danos ao tecido saudavel circundante a leséo e a

reduzir a dose de drogas e luz (CHENG et al., 2007) aplicadas durante o protocolo de TFD.

2.2 Sistemas de liberacao controlada de farmacos

Uma das ferramentas para a eficacia da TFD destaca-se a tecnologia de liberacao
controlada de farmacos a qual representa uma das fronteiras da ciéncia, um incremento
notorio na tentativa de maximizar as vantagens inerentes as formas farmacéuticas tradicionais
(LOPES; LOBO; COSTA, 2005) e como isso pode contribuir muito para o avango da satude
humana.

Os sistemas de liberagdo (DDS) oferecem iniimeras vantagens quando comparados a
outros de dosagem convencional (STEVANOVIC et al., 2008).

A concentracdo terapéutica € desejada por um longo periodo, visando uma maior
eficacia no tratamento e minimizando efeitos colaterais, maximizagdo da a¢ao farmacologica;
protecao contra a degradacao prematura do farmaco no organismo; administragao mais segura
e conveniente, com diminuicdo do nimero de doses e manutengdo do nivel terapéutico
(AZEVEDO, 2005). A concentracdo terapéutica € mantida por um curto periodo, sendo
necessarias doses extras para que a concentracdo permaneca nesta faixa, e quando ha o
decaimento para o nivel sub-terapéutico a aplicacdo de uma nova dosagem do medicamento é
administrada (FREITAS; MERKLE; GANDER, 2005).

Cada farmaco apresenta uma faixa de agdo terap€utica acima da qual ela ¢ toxica e
abaixo da qual ela ¢ ineficaz, sendo que os niveis no organismo sdo dependentes das dosagens
administradas. O objetivo dos sistemas de liberagdo controlada ¢ manter a concentragdo do
farmaco entre estes dois niveis por um tempo prolongado, utilizando-se de uma unica

dosagem e minimizando os efeitos colaterais (Figura 8).
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Figura 8: Concentracdo do farmaco: liberagdo controlada (A) e terapia convencional
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Fonte: adaptado de Brannon-Peppas (1997).

A vantagem do desenvolvimento de DDS ¢ que eles permitem o uso de compostos ja
consolidados como excelentes principios ativos e que deixaram de serem utilizados por
apresentarem efeitos colaterais, ou mesmo por terem sido substituidos por novos farmacos
(SINGH et al., 2005).

Comparados 4s terapias convencionais, os sistemas de liberacdo controlada
demonstraram o potencial de enfrentar alguns desses desafios, melhorando a eficicia do
tratamento e evitando a toxicidade em células normais devido a caracteristicas como alta
acumulagdo seletiva em tumores por meio do efeito aprimorado de permeabilidade e retengao
(EPR) e captagdo celular ativa (KOO et al., 2011).

Algumas formas farmacéuticas sdo destinadas a liberagdo do farmaco, sendo que
algumas sdo formuladas para uma liberacdo lenta e gradual, controlando a velocidade de
absor¢ao durante um determinado periodo (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2007). Dentre
estes sistemas estdo incluidos lipossomas, emulsfes e sistemas poliméricos, que vém

demonstrando ser bastante promissores para a liberacdo controlada de farmacos (WANG et
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al., 2006). Em 1952, a Smith Klein Beecham introduziu a primeira formulacédo de liberacao

sustentada que foi capaz de controlar a cinéetica de liberacdo do farmaco e obter eficacia
diminuindo os efeitos indesejaveis resultantes de sua agdo em outros sitios (LEE;
KABALAH, 2013).

O objetivo de qualquer sistema de liberacdo controlada é fornecer uma quantidade de
medicamento no local apropriado do corpo e, em seguida, manter o medicamento desejado na
concentracdo desejada (LEE; ROBINSON, 2002). Nas diversas situagdes que envolvem o
dominio de conhecimentos associados a areas cientificas como a medicina, farmacia,
bioquimica, quimica, ¢ outras, a area da liberacao controlada de farmacos ¢ considera uma
area inerentemente interdisciplinar (COIMBRA, 2010).

As propriedades dos sistemas de liberacdo de farmacos uma atencdo especial e
primordial no mercado atualmente, tornando-se um tema que recebeu grande destaque nas
ultimas décadas no setor farmacéutico, devido aos grandes beneficios terapéuticos e as
vantagens econdmicas associadas a essa pratica (SOUZA et al., 2008).

A teoria da incorporacdo de bioativos em polimeros inclui adsorcdo (KARIMI;
TAHERZADEH, 2016), dispersdo do componente ativo na matriz e encapsulamento em
sistemas de liberacdo controla (NEUBAUER; MEMARIZADEH; FERY, 2014). A busca por
formas diferenciadas e mais efetivas de liberacéo, de forma que a droga possa atingir seu local
de acdo, na propor¢do e tempo esperado € um foco de expectativas de desenvolvimento de
novos tratamentos medicamentosos e aprimoramento das formulagdes ja existentes.

Diversos sistemas para a encapsulacdo da CIAIPc ja foram propostos, como lipossomas
(EDWARDS; BAEUMNER, 2006), nanoparticulas de albumina (SAIF, 2013), nanoparticulas
de gelatina (NPGs) (YAO et al., 2004), nanoemulsdo (SOLANS; SOLE, 2012) e microesferas
polieletroliticas (ROSSANEZI, 2008).

As p-CaCO3z vem se destacando eficaz como recipientes para o encapsulamento de
materiais biologicamente ativos uma vez que mostram uma estrutura porosa e uma série de
vantagens como biocompatibilidade, isto €, um biomaterial ndo cause reacGes adversas,
atoxicas, simplicidade na preparacdo e baixo custo de producdo (VOLODKIN et al., 2004).
Com tudo ndo foram ainda desenvolvidas até o0 momento microparticulas de carbonato de
calcio na fase vaterita (u-CaCOs3) encapsuladas com fotossensibilizadores como candidatos a
DDS para aplicacdo em terapia fotodindmica (TFD). O carbonato de calcio é encontrado em

trés morfologias: calcita romboédrica, aragonita, na forma de agulha, e vaterita esférica, sendo
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que a calcita é a forma mais estavel do carbonato de calcio (CHONG; SHEIKHOLESLAMI,

2001; XIANG et al., 2002).

2.3 Materiais Porosos

Nas ultimas décadas, os materiais porosos mostraram uma grande promessa de oferecer
solucgdes sustentaveis para questdes globais, incluindo o aumento da demanda (SLATER;
COOPER, 2015) de energia e, simultaneamente, padrOes para poluentes industriais,
esgotamento de recursos e melhoria da satide (CHEN et al., 2016).

Devido a propriedade estrutural Unica de particulas porosas, como tamanho uniforme
dos poros (JAFARI et al., 2016) e uma estrutura de poros ordenada, essas estruturas porosas
foram empregadas e estudadas em uma ampla variedade de campos diferentes, desde catalise,
adsorcdo, separacao, deteccdo a aplicacdes biomédicas (YANG; GAI; LIN, 2012).

Atualmente, alguns materiais inorganicos porosos estdo surgindo como uma nova
tecnologia de sistema de entrega de compostos bioativos devido a algumas caracteristicas
como estabilidade bioldgica e propriedade de liberacdo controlada (COSTA; OLYVEIRA,;
SALOMAO, 2017).

Estes materiais possuem uma vasta quantidade de nanoporos, isto é, sao materiais que
contém poros (vazios) que permitem a inclusdo de compostos bioativos. Como exemplo as
particulas precipitadas de (CaCOs) as quais apresentam aplicacdes em sistemas de liberacdo
de farmacos, devido as suas caracteristicas tais como: distribuicdo de tamanho, fase cristalina
e area superficial especifica, parametros estes que podem ser ajustados durante a sintese
(COSTA; OLYVEIRA; SALOMAO, 2017).

As microparticulas por apresentar suas propriedades atraentes ocupam uma posicdo
unica na tecnologia de administracdo de medicamentos (BIRNBAUM; BRANNON-PEPPAS,
2003).

Os materiais porosos oferecem um meio potencial para aumentar a dissolucdo do
farmaco pouco solivel por meio de efeitos na area superficial ou na cristalinidade. A
liberacdo do medicamento pelo transportador poroso pode estar completa dentro de 10
minutos ou incompleta apos varias horas ou dias. A polaridade do solvente e as propriedades
da superficie desempenham um papel importante na adsor¢éo e liberacdo dos transportadores
porosos (CHARNEY et al., 2003).
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O CaCOs também ocorre na fase amorfa (ACC — Carbonato de Célcio Amorfo). A

calcita é a mais abundante, cristaliza de acordo com o sistema triclinico e possui uma
densidade de 2,71 g/cm®. Muito menos abundante do que a calcita é a aragonita, um
polimorfo ortorrdmbico com uma densidade de 2,93 g/cm?®. O terceiro polimorfo é vaterita,
hexagonal e com densidade de 2,54 g/cm®. Aragonita e vaterita sio metaestaveis a
temperaturas ambientes normais (FIONA; HELMUT, 2008).

O carbonato de célcio é mineral importante para o processo de biomineralizacdo, pois
apresenta uma estrutura micro-porosa que é facilmente soltvel em pH acido (em torno de 4 e
5) e pouco solavel em pH neutro (ZHANG; GUO, 2012). Sendo a biomineralizacdo como
uma precipitacdo biologicamente na qual um organismo cria um micro ambiente local, como
condicBes que permitem a precipitacdo quimica extracelular ideal de fases minerais, como o
carbonato de célcio (CaCO3) (LOWENSTAM; WEINER, 1989).

As microparticulas de CaCOz porosas podem ser eficazes para a fabricacdo de materiais
compositos biocompativeis devido a sua disponibilidade na natureza como um biomineral e a
estrutura adequada para carregar diversos materiais (CAIl et al., 2008), caracteristicas que
levam as microparticulas de CaCOs serem usadas no desenvolvimento de sistemas de
liberacdo controlada de compostos bioativos (WANG, et al., 2006; VOLODKIN et al., 2004).

Estudos recentes utilizando carbonato de calcio estdo sendo desenvolvidos para
aplicacdo desse mineral em sistemas farmacéuticos e biomédicos, além de apresentar-se como
um material biodegradavel e biocompativel. A utilizacdo do carbonato de célcio em sistemas
farmacéuticos pode controlar a liberacéo de farmacos devido suas caracteristicas relacionadas
ao pH (QIU et al., 2012).

As particulas de CaCOs podem ser encontradas em trés diferentes polimorfos: vaterita
(u-CaCO0g), aragonita (A-CaCOz) e calcita (B-CaCOz), com uma grande variedade de tamanho,
forma e estrutura cristalina com as diferentes propriedades e caracteristicas (BESSLER;
RODRIGUES, 2008). A vaterita altamente porosas tem sido amplamente utilizada em
aplicagdes como transportadoras de encapsulamento para varios farmacos (QIU et al., 2012).

A fase mais atraente do CaCOs como matriz para a fabricacdo de materiais
multifuncionais, com um morfologia esférica e superficie porosa ¢ a forma de vaterita
metaestdvel. A vaterita passa facilmente pela transicdo de fase para a fase mais
termodinamicamente estavel da calcita, a qual ndo apresenta a morfologia esférica porosa
como a vaterita (VOLODKIN et al., 2004).



34
A calcita tem uma estrutura cristalina romboédrica e é o polimorfo mais

termodinamicamente estavel em condigdes ambiente (SARAYA; ROKBAA, 2016). A
aragonita (estrutura ortorrombica) se forma a altas temperaturas, enquanto a vaterita (estrutura
hexagonal) é o polimorfo mais instavel e pode acompanhar a calcita se alguns parametros
durante a precipitacdo ndo forem controlados, como por exemplo: temperatura, tempo de
reacao e agitacdo utilizada no processo (WANG et al., 2006).

A calcita ¢é a fase termodinamicamente estdvel em todas as temperaturas, com tendéncia
de formacdo de aragonita a partir de solucbes aquosas em temperaturas elevadas
(LIPPMANN, 1973).

Ja a obtencdo da fase metaestavel de aragonita € identificada através dos efeitos
cinéticos, isto é, nessas condi¢Bes tanto a nucleacdo como o crescimento dos cristais de
aragonita acontece mais rapidamente em comparacdo a calcita (BESSLER; RODRIGUES,
2008).

O terceiro polimorfo, a vaterita, € um mineral mais escasso que pode ser formado a
partir de carbonato de céalcio amorfo, pois possui uma estrutura termodinamicamente instavel,
com capacidade de transformar-se rapidamente em calcita ou aragonita em solu¢do aquosa
(QIU et al., 2012). Sua estabilizacdo pode ser realizada por uma variedade de moléculas
organicas hidrofilicas (HAZEN et al., 2013).

Segundo Kabalab, (2013) identificou que a vaterita € composta de uma grande fase de
simetria hexagonal preenchida com nanodominios amorfos. Diferentemente dos polimorfos

da calcita e aragonita que tém cristais facetados, particulas de vaterita sdo geralmente

esféricas ou irregulares (LEEUW; PARKER, 1998), conforme (
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Figura 9).

Figura 9: Polimorfismo do carbonato de calcio (CaCO3).
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Fonte: adaptado de Costa, Olyveira e Salomao. (2017).

No entanto, particulas de vaterita foram apontadas como tendo enorme potencial para
ser usado como sistema de liberagdo controlada de compostos bioativos (WANG et al., 2006).
Esse potencial decorre de sua menor estabilidade termodinamica, alta solubilidade e rica em
defeitos microestrutura que pode acomodar muitas moléculas hospedeiras e libera-lo de forma
controlada (PENG; ZHAO; GAO, 2010). A vaterita véem se tornando um dos mais
importantes materiais biomédicos devido as suas propriedades como area superficial
especifica elevada (FALINI et al., 1996), alta solubilidade (WANG et al., 2008), alta
dispersdo e pequena densidade especifica (TRUSHINA et al., 2014) e devida sua
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instabilidade ndo € normalmente sintetizada por organismos vivos (FALINI et al., 1996).

Varios estudos mostram que particulas de vaterita podem ser encapsuladas ou ligadas a varias
substancias biolégicas como biopolimeros, proteinas e polieletrolitos (MARUYAMA et al.,
2010).

As principais vantagens das particulas de vaterita sdo a facilidade e preparacdo de baixo
custo, capacidade de projetar particulas com caracteristicas definidas, estrutura porosa,
condicgdes de decomposicéo, ndo toxicidade e biocompatibilidade (TRUSHINA et al., 2014).

A vaterita pode ser estabilizada com varios compostos, entre eles a glicina, proteinas,
surfactante catiénico (dodecil benzeno sulfonato de sodio - PAH) e surfactante aniénico como
o poli (4-estirenossulfonato de sddio) (PSS) (COSTA; OLYVEIRA; SALOMAO, 2017). A
porosidade das p-CaCOs é uma caracteristica fundamental por apresentar propriedades de
absorcdo e adsor¢do de farmacos (VOLODKIN et al., 2004).

Somente a utilizagdo de CaCOs como matriz para processos de absor¢do ndo apresenta
resultados tdo satisfatorios. Devido a essas razGes a mistura de biopolimeros com CaCO3
tornou-se uma alternativa na producdo de particulas mais eficientes e com melhores
resultados (ISLAM et al., 2015).

As nano/microparticulas de carbonato de calcio podem ser produzidas por muitos
métodos, baseados em processos quimicos ou bioldgicos, resultando em uma ampla gama de
caracteristicas (distribuicdo de tamanhos, fase cristalina, morfologia, area superficial
especifica, porosidade interna e solubilidade) (PENG; ZHAO; GAO, 2010).

Tais particulas encontram enormes aplicagdes nos sistemas de liberagdo de farmacos,
tanto como principais unidades hospedeiras de microcapsulas ou em combinacdo com
polimeros e outras macromoléculas (HENCH; BEST, 2013). Entre os polimorfos de CaCQOs,
as particulas de vaterita € um polimorfo instavel em condi¢cdes ambientais, mas desempenha
um papel importante na biomineralizacdo, tornando- se mais interessantes para esta aplicacao
devido a sua forma esférica, estrutura rica em defeitos e menor solubilidade (HAZEN et al.,
2013).
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3 MATERIAIS E METODOS

O projeto foi desenvolvido no Laboratério de Sintese Organica localizado no Instituto
de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba (Univap) e o material
utilizado foi financiado pela Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo

(FAPESP # 2018/18531-6) e pela Univap.

3.1 Materiais

Os reagentes poli (4-estirenossulfonato de s6dio) (PSS) e cloro aluminio ftalocianina
foram adquridos da Sigma-Aldrich. Os sais cloreto de calcio (CaClz) e carbonato de sodio
(Na2COz3) foram adquiridos da Neon. Todos os solventes utilizados foram de grau analitico

da marca Synth.

3.2 Métodos

Neste topico estdo descritas as metodologias empregadas para o desenvolvimento do

projeto, o fluxograma (Figura 10) mostra as técnicas empregadas em cada etapa.
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Figura 10: Fluxograma do desenvolvimento do projeto de pesquisa.
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Fonte: Elaborado pela autora.

3.2.1 Producao das microparticulas (n-CaCOg)

Os experimentos de precipitacio das particulas de carbonato de célcio foram
realizados segundo a metodologia descrita por Saraya e colaboradores (2016), com pequenas
modifica¢des. Todo processo experimental baseia-se na precipitagdo quimica das particulas
de carbonato de calcio.

A sintese foi baseada na equacao quimica (Equacao 1).

Na,COy, + CaCly, - CaCO3 ! +2 NaCli,, Equagio 1

Neste procedimento, foram misturados volumes iguais de solucdes aquosas de
Na,CO; 1,0 mol.L! (pH = 11,2) e 0,5 mol.L"! CaCl» (pH = 6,7) na auséncia e presen¢a do
surfactante anionico ( 2%) PSS (poli 4-estirenossulfonato de sddio) como estabilizante na
temperatura de reacdo de 25 °C sob agitacdo constante (agitador magnético) (1500 rpm) e (
agitacdo vigorosa) uso do (agitador tipo ultraturax T18) (Figura 11). Foi utilizada agua

deionizada no preparo de todas as solugdes.
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Foram controlados os parametros na sintese das microparticulas, como

supersaturagao das solugdes, agitacao e tempo de reagdao, buscando as condigdes ideais para

a obten¢@o das microparticulas esféricas na fase de vaterita (u-CaCO3).

Figura 11: Representacdo esquemadtica da precipitagdo quimica para preparacdo de
microparticulas de CaCOs.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Para a incorporagdao da CIAIPc na formulacdo, as microparticulas de p-CaCOj3 foram
embebidas em solugdo de 5 mL de CIAIPc 50 mg.mL"! em frasco fechado para evitar a
evaporagao do liquido.

Depois disso, a suspensdo foi levada ao equilibrio sob agitagdo suave por 24 h.
Subsequentemente, p-CaCOs carregadas com ClAIPc (u-CaCOs/ClAIPc) foram coletadas
por centrifugacdo, lavadas com etanol PA para remover a CIAIPc adsorvida na superficie

externa, e seca em estufa a 50 °C para evaporar completamente os solventes residuais.

3.2.2 Caracterizacao morfologica n-CaCOs

A reagdo foi monitorada nos tempos de 5, 11, 15 e 20 min, apds a mistura dos

reagentes, por microscopia eletronica de varredura (MEV) em um equipamento EVO-MAT10
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(Zeiss-Alemanha) com filamento de tungsténio. Esta técnica foi utilizada para acompanhar o

progresso de formagdo e nucleagdo das p-CaCOs3 e possibilitar a escolha do tempo ideal de

reacdo para a fase de vaterita.

3.2.3 Caracteriza¢ao por Espectroscopia no Uv-Visivel (Uv-vis)

A investigacdo das propriedades espectroscdpicas no estado estacionario do farmaco
fotossensivel veiculado nas microcépsulas foi baseada em medidas diretas dos espectros de
absor¢dao utilizando espectrofotometro Varian Cary 50 BIO-Varian Inc. Scientific
Instruments, Australia, (IP&D-UNIVAP) 4 temperatura ambiente.

As microparticulas de p-CaCOs carregadas com a Ftalocianina foram extraidas em
solugdo de dimetilsulféxido (DMSO) 10% (v/v) para as analises espectroscopicas.

Estas andlises permitiram averiguar se ocorreram alteragdes no perfil espectral do
composto bioativo quando veiculados as p-CaCOs, além de permitir que fosse quantificado
o percentual de ativo incorporado no sistema de veiculagdo, apds desenvolvimento da curva
padrao de quantificagao.

Para estabelecer a linearidade do método proposto, uma curva de calibracdo foi
construida em seis niveis de concentragio na faixa de 0,5-3,0 pmol.L™! por espectroscopia no
UV-vis. Nas andlises espectrofotométricas, a lei de Beer foi obedecida e a andlise de
regressao quadrada foi realizada para os dados. Andlise unidirecional de variancia (ANOVA)
e um teste de ajuste (p = 0,05) foram utilizados para determinar se o modelo explica

adequadamente os dados obtidos.

3.2.4 Caracterizacao de Fases — Difratrometria de Raios X (DRX)

As amostras foram secas a temperatura de 35 °C sob baixo vacuo por 5 dias. A
identificacdo das fases presentes foi obtida em um Difratometro de Raios X marca
Shimadzu, modelo XRD-6000, em condigdes normais de temperatura e pressao atmosférica,

com default com variacao de 26 de 20° a 70°e velocidade de 0,2°/ min.
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3.2.5 Caracterizacdo de Tamanhos dos Poros - Brunauer — Emmett— Teller (BET)

As amostras foram secas a temperatura de 35 °C sob baixo vacuo por 5 dias. A éarea
superficial especifica das microparticulas foi determinada método Brunauer — Emmett—
Teller (BET), Nova220e, Quantachrome, ¢ a distribuicdo do tamanho dos poros foram

definidos usando-se o método de Barrett-Joyner-Halenda (BJH).

3.2.6 Caracterizacdo por Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros de absor¢ao no Infravermelho foram obtidos na regido de 4000 a 450 cm®

1 1

com resolugdo de 4 cm™, no modo transmissao, com 32 varreduras com temperatura
controlada em 20 °C. O espectrofotdmetro utilizado foi o Spectrum Spotlight 400 com
Transformada de Fourier (FT-IR), tecnologia de refletincia total atenuada (ATR) da

fabricante PerkinElmer.

3.2.7 Determinacio da eficiéncia de encapsulamento (EE)

A Eficiéncia de Encapsulamento (%EE) das u-CaCOs/ClAlPc foi obtida através de um
pequeno experimento, onde 1,6 mL de CIAIPc 0,1 mg.mL™" foi absorvido por 10 mL de
solucdo pu-CaCOs por 48 horas, ambas em alcool etilico PA. Apos a absor¢do o produto foi
liofilizado, colocado em 50 mL de solucdo alcodlica de Dimetilsulféxido (DMSO) (10%, v/v)
para extrair o farmaco encapsulado e analisado utilizando um espectrofotometro (Cary 50
BIO-Varian Inc. Scientific Instruments). De acordo com estudos de Andrade (2008), com os
dados obtidos da analise espectrofotométrica, pela Lei de Lambert-Beer, foi obtida a massa
responsavel pela absorcdo encontrada e com ela calculada a %EE utilizando a féormula

(Equacao 2) (LI ef al., 1997).

%EE = (M) .100 Equacio 2

teérica

onde Mawal € @ massa encapsulada nas p-CaCOs calculada pela Lei de Lambert-Beer atraves
do gréafico de absorcao e Mreosrica € @ massa teorica colocada inicialmente para ser encapsulada

nas u-CaCoOs.



42
3.2.8 Cultura da cepa de RAW 264.7

A linhagem de macrofagos, foram mantidas em meio Dulbecco modification of
Minimum Essential Media (DMEM) suplementado com 10% Soro Fetal Bovino, 1% de
solugdo de Penicilina/Estreptomicina, acondicionados em estufa de cultura a 37 °C com 5%

de COs. O meio ¢ trocado a cada dois dias ou de acordo com a metabolizacao da célula.

3.2.9 Estudos de citotoxicidade e fototoxicidade

Para os ensaios de citotoxicidade e fototoxicidade foram utilizados um volume de 1x10°
celulas/mL por pogo, em cada grupo testado. As células foram incubadas com a ftalocianina
diluida em solu¢édo salina tamponada com fosfato de s6dio (PBS), nas concentragdes de 0,6
umol.L?, 3,0 umol.L %, por um periodo de uma hora , em estufa a 37 °C, ao abrigo da luz.
Depois o fotossensibilizador foi retirado, e adicionado meio Dulbecco modification of
Minimum Essential Media (DMEM) fresco, sem fenolftaleina. O grupo escuro foi mantido
em estufa, e o grupo irradiado foi submetido a irradia¢do, utilizando uma Biotable
(Biopdi/Irrad-Led) constituida de 48 lampadas de LEDs, no comprimento de onda de 660nm,

25mW.cm™@, nas doses de 5 J.cm™ e 10 J.cm™.

3.2.10 Internalizaciao da Ftalocianina

A linhagem de macrofagos RAW 264.7 foram aderidas em laminulas redondas, na
concentragio de 1x10° células, em placas de 24 pogos, e mantidas em estufa a 37 °C e 5% de
CO; ambiente, overnight em meio DMEM. Apods a adesdo, o meio foi retirado e foi
adicionado a Ftalocianina, nas concentra¢des de 0,6 pmol.L! e 3,0 umol.L™! e mantidas a 37
°C, por uma hora. A ftalocianina foi retirada, as amostras lavadas com solugdo salina
tamponada com fosfato de sddio (PBS) por duas vezes. As laminulas foram retiradas da placa
e montadas com o meio de montagem ProLong™ Gold Antifade Mountant (Invitrogen™).
Todo o processamento foi realizado no escuro, e as laminas foram examinadas em

microscopio confocal de varredura a laser LSM 700 marca Carl Zeiss.
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3.2.11 Avaliagao da viabilidade celular

O ensaio de exclusao por Azul de Tripan ¢ um método utilizado para avaliar a
citotoxicidade e a fototoxicidade onde ¢ mensurando a viabilidade celular pela integridade da
membrana celular. Baseia-se no fato que as células mortas absorvem o Azul de Tripan para
seu citoplasma por perda de seletividade da membrana.

Para a avaliagdo da viabilidade foi utilizado o método de exclusdo por Azul de Tripan.
Esse teste permite separar células vivas de mortas, pois células vidveis ndo permitem a
entrada do corante, ja as células mortas ficam coradas em azul e as incolores vivas. Trata-se
de um método eficaz, pois 0 método ¢ barato e o rompimento da membrana plasmatica ¢ um
fato que determina a morte celular.

Apoés os ensaios de cito e fototoxicidade, apés um periodo de 24 horas, o meio foi
retirado e adicionado o Azul de Tripan na concentra¢dao de 0,2%, e incubado por 5 minutos.
Ap6s esse periodo, o Tripan foi retirado e foi adicionado PBS, e os grupos foram analisados
em microscopio invertido, onde foram capturadas imagens das células. Para cada grupo foram
capturadas imagens de 10 campos aleatdrios. As células vivas e mortas foram analisadas
utilizando o software ImageJ. Os ensaios foram realizados em triplicatas em trés ensaios
separados e a porcentagem de células vivas foi obtida pela Equacao 3.

(Total de células vivas) .100

% Viabilidade =

Equacao 3

(Total de células contadas)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos ensaios realizados durante o desenvolvimento do projeto
estdo apresentados neste capitulo, assim como as observagdes e discussdes geradas pelas

analises.

4.1 Caracterizacao Morfologica das p-CaCOs3

A calcita, a vaterita e a aragonita sdo diferentes em suas caracteristicas cristalograficas
(Figura 12). Mas eles sdo compostos de ions célcio e ions carbonato. Sua diferenca esta na
localizagdo dos ions nos cristais, que é formada durante a cristalizacdo. Em uma condi¢do
normal, os trés tipos de cristais crescem simultaneamente. Com a mudanca da condicéo
externa, o equilibrio da competicdo muda, resultando em um aumento de uma fase e uma
diminuicdo de outra fase (RODRIGUEZ-NAVARRO; ELERT; SEVCIK, 2016).

O crescimento da calcita é largamente dependente da forca de uma solucdo (TAI;
CHIEN; CHEN, 1999). A vaterita cresce como particulas agregadas de pequenas particulas de
vaterita. A agregacdo é principalmente dependente da densidade dos nlcleos da vaterita, que é
determinada pela supersaturacdo, bem como pela transformacdo da vaterita em calcita e
aragonita. A aragonita cresce através de uma fixacdo orientada de pequenas particulas de
aragonita (KIRBOGA; ONER, 2013).

A formacdo de polimorfos cristalinos de carbonato de célcio (calcita, vaterita e
aragonita) durante a biomineralizacdo ocorre frequentemente através de um precursor
nanoparticulado de Carbono de Calcio Amorfo (ACC) (WEINER; SAGI; ADDADI, 2005). A
cristalizacdo do ACC em calcita permite que os organismos se formem biominerais com

morfologias complexas e cristais com orientacOes cristalograficas definidas.

Todas as combinagdes de parametros aplicados na produgdo das microparticulas de
CaCO;s resultaram em supersaturacdo. Composto CaCOs amorfo (ACC) com alta
instabilidade cristaliza-se em trés diferentes polimorfos, calcita (Figura 12a), vaterita (Figura

12b) e aragonita (Figura 12c).
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Figura 12: Cé¢lulas unitarias das fases polimorficas do CaCOs. a) calcita, b) vaterita, c)
aragonita.

Calcita Vaterita Aragonita

(2) (b) (c)

Fonte: Elaborado pela autora.

Sendo a fase calcita a mais estavel, possuindo estrutura cristalina do tipo triclinica
favorece a formagao de particulas prismaticas (FIONA; HELMUT, 2008). Ja as fases vaterita
e aragonita sdo metaestaveis, sendo encontradas no inicio da cristalizacio do CaCOs;. A
transformagao de fase ocorre devido a variagdes de temperatura e/ou pressao do sistema de
fechado de producao (RADHA; NAVROTSKY, 2013).

A fase vaterita, possui estrutura cristalina do tipo hexagonal, enquanto a fase aragonita
possui estrutura ortorrombica. Ambas as fases competem no processo de nucleacdo e
crescimento, sendo que a agitacdo vigorosa ativa a cristalizacdo no sistema hexagonal,
produzindo particulas esféricas de vaterita. Com o aumento da temperatura, acima de 40 °C e
na auséncia de agitacdo, ¢ favorecida a formacdao dos cristais aciculares de aragonita
(COSTA; OLYVEIRA; SALOMAO, 2017).

A vaterita é a fase menos densa e sua taxa de nucleacdo € mais rapida que a da calcita.
Mas os nucleos da vaterita ndo sdo termodinamicamente estaveis, dissolvendo-se na solugédo
para precipitar como calcita. No entanto, em alta supersaturacdo e agitagdo vigorosa, a
dissolucdo da vaterita diminui e leva a formacdo de particulas esféricas metaestaveis de
agregados de vaterita (HAN et al., 2006). Assim, 0 experimento de mistura direta com alta
supersaturacédo leva a formacéo macica de vaterita esférica (MORSE; ARVIDSON; LUTTGE,
2007).

Para a obtencdo da fase vaterita, a producdo foi realizada de modo a controlar a
transformagao do ACC na fase cristalina desejada (RADHA; NAVROTSKY, 2013) estrutura a

qual foi formado imediatamente apos a mistura das solugdes.
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A Figura 13a mostra as imagens das microparticulas de CaCO3 formadas na auséncia de

PSS e sob agitagao de 1500 rpm. Os resultados mostram que, na auséncia do PSS e com
agitacdo magnética, a fase polimorfica do CaCO; formada trata-se de cristais prismaticos de
calcita, sendo esta evidéncia suficiente para a caracterizagdo destas particulas, ndo
necessitando da realizagao de caracterizagao por difratometria de raios X.

Nesta imagem observa-se a caracteristica angular das extremidades dos cristais
formados (Figura 13b) com superficies lisas e isentas de poros. Devido a esta caracteristica,
os cristais de calcita ndo sdo atraentes para a aplicagdo como sistema de liberacao controlada

de farmacos.

Figura 13: Imagens de microscopia eletronica de varredura das microparticulas de
CaCOs na auséncia de PSS e agitagdo de 1500 rpm.

Duectiaer 2 NIVAP [P&D

Fonte: Elaborado pela autora.

Por outro lado, o processamento realizado com a adigdo PSS como estabilizante e
aplicacdo de vigorosa agitacdo através do agitador tipo (Ultraturrax) permitiu a cristalizagao
da fase almejada, vaterita, pois ambos os parametros tém efeito no crescimento dos cristais. O
PSS age como um estabilizador de fases permitindo a obtengdo das microesferas de vaterita.
J& a agitacdo vigorosa proporciona um cisalhamento na solu¢do favorecendo a nucleacdo e o
crescimento de particulas esféricas com estrutura hexagonal.

Porém, em estudo realizado para a otimizacao da produgdo desta fase, observou-se que
o tempo de reacdo influencia nas caracteristicas do composto formado, sendo este, assim, o
terceiro fator a ser controlado no processo.

Para a realizacdo deste estudo, aliquotas em tempos determinados foram retiradas e

analisadas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), cabe salientar que neste processo
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de analise, as amostras coletadas nas aliquotas nao foram submetidas a lavagem e extragao do

estabilizador de fase.

Como mostrado na (Figura 14a), e a morfologia esférica da vaterita ¢ formada ja nos
primeiros 5 minutos de reacdo, de forma discreta com a formagdo de poucos nucleos de
cristalizacao identificados pelas setas.

Apos 11 minutos de reagdo, observa-se uma maior densidade de nucleos crescidos da
vaterita (Figura 14b), observa-se que os cristais formados estdo envoltos em um filme
polimérico proveniente do estabilizador de fase (PSS) marcado pela seta.

Com a andlise do tempo de reacdo de 15 minutos, (Figura 14c) observa-se o
crescimento anormal dos cristais, marcados pelas setas, isto indica que neste estdgio de reagao
o processo de nucle¢do que ocorre, inicialmente, concomitante ao crescimento dos cristais, foi
concluido, sendo o processo de crescimento dos cristais o Unico a ocorrer. Nesta fase, poucas
sdo as particulas que apresentam a presenca do filme polimérico depositado na superficie das
particulas, fator adicional que indica que sua eficiéncia ndo ¢ satisfatoria em tempos
superiores a 15 minutos de reagdo.

Efeito do crescimento dos cristais ¢ claramente observado aos 20 minutos de reacao
minutos (Figura 14d), onde observa-se, o coalescimento das particulas esféricas, caracterizado
pela unido das particulas com a formacdo de um pescogo proveniente do processo de difusdo
no estado solido (setas amarelas) e o aparecimento de cristais prismaticos caracteristicos da
fase calcita (setas vermelhas).

Como o processo foi realizado em temperatura ambiente e sob agitagdo vigorosa, ndao
foi favorecida a formagao da fase aragonita.

Com a realizagdo do estudo avaliando o tempo de reag¢do, foram determinados os
parametros de produgio da fase vaterita a partir de solu¢des aquosas de ions de Ca** e (CO3)*
. Além da aplicagdo de agitagdo vigorosa apos a mistura das solugdes de ions, € necessario a
adi¢do de um estabilizador de fase e a controle e manutengdo da temperatura, ¢ imprescindivel
o controle do tempo de reacdo para garantir tanto a eficiéncia do estabilizador de fase quanto

a garantia da coexisténcia dos processos de nuclecao e crescimento dos cristais.
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Figura 14: Imagens de microscopia eletronica de varredura das microparticulas de
CaCOs na presenca de PSS e agitacdo vigorosa com ultraturrax: a) 5 min; b) 11 min, c)
15 min, d) 20 min &pos a mistura dos reagentes.

UNIVAP IP&D " e UNIVAP IPD
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Fonte: Elaborado pela autora.

Como dito anteriormente o PSS desempenha um papel muito importante na preparacao
de vaterita. Pode-se observar que, na presenca de superplastificante do tipo policarboxilato
(PPS), ocorrem polimorfos de vaterita e calcita, enquanto na auséncia de superplastificante do
tipo policarboxilato, a calcita é a Gnica forma cristalina. Isto é principalmente devido ao
polimero implicando a inibicdo do crescimento dos nucleos cristalizados e uma reducéo da
cristalinidade e da instabilidade. Assim, o PSS na concentracdo de 2% neste sistema leva a
estrutura da vaterita que permanece estavel por tempo prolongado (SARAYA; ROKBAA,
2016). Os resultados indicam que o PSS favorece a formacdo de vaterita, o que esta de acordo
com os resultados obtidos no experimento de cristalizacdo de reacdo rapida realizado a

temperatura ambiente.
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A imagem de MEV (Figura 15) de uma particula de carbonato na fase de vaterita apds

11 minutos de reacdo mostrou a existéncia de pequenos poros, existentes em abundancia na

superficie rugosa da microparticulas de CaCOs.

Figura 15: Detalhe da morfologia da superficie da microparticula porosa de CaCOs,

Mag= 32.11KX 200 nm EHT = 20.00 kv Signal A= SE1 Date :30 May 2019
EVO 100747 A 9.0 mm IProbe= 76 pA UNIVAP IP&D

Fonte: Elaborado pela autora.

A alta area superficial especifica e a porosidade das particulas de vaterita sdo de
importancia particular para suas aplicaces praticas, pois sdo por meio dos nanoporos
presentes na superficie das microparticulas que se torna possivel a inclusdo de bioativos
nestes sistemas (WANG et al., 2006), 0s quais se apresentam como uma nova categoria para a

entrega de farmacos de maneira sitio-especifica podendo ser aplicados em protocolos de TFD.

4.2 Estudo das propriedades fotofisicas no estado estacionario

A avaliagdo das pu-CaCOs/CIAIPc apresentaram forte banda de absor¢do na regido do
vermelho com maximo de absorcdo localizado em 674 nm. Estes resultados foram
comparados com a CIAIPc na sua forma livre, ou seja, quando ndo associada a um sistema de
liberacdo controlada (Figura 16), mostrando perfil caracteristico de uma espécie ndo agregada

na faixa de concentracédo estudada.
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Figura 16: Espectro de absor¢ao no Uv-vis da CIAIPc livre (etanol) e encapsulada em p-
CaCoO:s,
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Fonte: Elaborado pela autora.

A andlise da espectroscopia de absor¢do permitiu verificar que a incorporagao do
farmaco fotossensivel nesse sistema de liberagdo ndo afetou o espectro de absor¢do do
composto, fator que deve ser levado em consideracdo, uma vez que um sistema de liberagao
ideal deve manter as propriedades fisico-quimicas do composto original (OCHSNER, 1997;
SCHAFFAZICK et al., 2003).

O espectro de absorbancia mostrou que a incorporacdo do FS nas microparticulas de
carbonato de célcio ndo alterou o perfil espectral do composto uma vez que um sistema de
liberagdo ideal deve manter as propriedades fisico-quimicas do fotossensibilizador
(CAMERIN et al., 2010).

Os agregados em solucdo exibem alteracdes distintas na banda de absorcdo em
comparacao as espécies monoméricas. A ndo observacdo de uma mudanca na banda Q sugere
que o FS esté principalmente na forma de mondmero quando incorporado microparticulas de
carbonato de célcio fotossensiveis, uma condicdo desejavel e eficaz para um FS em TFD.
Estudos espectroscopicos realizados em ftalocianinas incorporadas em sistemas micro e
nanoparticulados, comparados ao seu comportamento em solventes, também mostraram a
capacidade destes sistemas melhorar o estado monomerico das ftalocianinas (MESQUITA et
al., 2018).

A linearidade de um método analitico pode ser definida como a capacidade de obter

resultados diretamente proporcionais a concentra¢cdo do analito (CHAUHAN; MITTU;
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CHAUHAN, 2015). Analises de regressdo linerar foram realizadas plotando a intensidade da

absorvancia versus a concentragéo de CIAIPc (umol.L ).

Figura 17: (a): Espectros de absor¢do de ClAIPc em diferentes concentragdes; (b):
grafico da concentragdao de CIAIPc vs. Absorbancia.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Linearidade satisfatoria foi detectada pelo método espectrofotométrico na faixa de
concentragio de 0,5-3,0 umol.L™! (Figura 17a). A regressdo pelo minimo quadrado para o
método espectrofotométrico apresentou excelente coeficiente de correlacao (r = 0,99185) e a
equacdo linear foi: absorbancia = 0,27719[CIAIPc, concentracdo em pumol.L!] + 0,08629
(Figura 17b).

Foram obtidos rendimentos satisfatérios e eficiéncia de encapsulacio nas
microparticulas de CaCOs3 (rendimento = 78 % + 0,8 e EE = 83,8 % + 1,1). Svenskaya e
colaboradores (2014) desenvolveram microparticulas de carbonato de cdlcio contendo o
fotossensibilizador Photosens e encontraram uma eficiéncia de encapsulamento nos
nanoporos de 2,0 £ 0,2% em peso, que concorda com os dados da literatura sobre a

encapsulamento de compostos bioativos em microparticulas de CaCOs.
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4.3 Difratometria de Raios X (DRX)

Observa-se somente a presenca da fase vaterita que foi identificada pela ficha JCPDS-
ICDD numero 00-002-0261; que descreve a referida fase com estrutura cristalina do tipo
hexagonal com parametros de rede a=b=4,11 A e ¢=8,51 A (Figura 18); e uma densidade
tedrica de 2,54 g/cm® o que corrobora com o reportado pela literatura (FIONA; HELMUT,
2008).

Figura 18: Esquema em escala da Célula Unitaria Vaterita. Esferas vermelhas: Oxigénio,
esferas verdes: cdlcio e esferas cinza: carbono.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Seus picos mais intensos localizam-se em 26= 33,027°, 43,917° ¢ 49,498° referentes a
difracdo dos raios X nos planos, respectivamente, (10 2), (110)e (11 2).
Este resultado comprova a formacao de microparticulas de vaterita conforme observado
nas analises morfoldgicas apresentadas no subtépico 4.1.

O difratograma de raios X (DRX) apresentado na (

Figura 19) mostra a fase obtida no processo de sintese das microparticulas no tempo de

11 minutos a temperatura ambiente sob agitacéo vigorosa.
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Figura 19: Difratograma de Raios X das microparticulas de carbonato de célcio
sintetizadas por precipitacdo quimica.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A fase esperada foi formada, porém foi necessaria a secagem controlada a temperatura
de 35 °C do composto por 5 dias sob vacuo para a realizacdo da analise morfolégica por
microscopia eletronica de varredura (MEV) e a analise da composicdo das fases por
difratometria de raios X (DRX).

A vaterita é metaestavel tendo sua transformacdo ativada em temperaturas superiores a
40 °C (CHONG; SHEIKHOLESLAMI 2001; XIANG et al., 2002) deste modo € necessario 0
controle da temperatura de secagem.

Esta morfologia é caracteristica da fase vaterita, enquanto as fases aragonita e calcita
formam cristais angulados. Estes cristais ndo foram encontrados nas regides analisadas por
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microscopia eletronica de varredura, e corroborado com os resultados obtidos pela analise por

difratometria de raios X.

O fotossensibilizador empregado neste projeto trata-se de Cloro Aluminio
Ftalocianina, este composto foi analisado por difratometria de raios X para que fosse possivel
a comparacao entre as microparticulas de vaterita livres e encapsuladas.

Como esperado de um composto comercial puro, encontraram-se as fases cristalinas
do macrociclo da ftalocianina, identificada pela ficha JCPDS-ICDD numero 00-002-0312;
que descreve a referida fase com estrutura cristalina do tipo monoclinica com parametros de
rede a= 17,31 A b=4,72 A e ¢=14,00 A. Seus picos mais intensos localizam-se em 26=
23,205°, 25,803° e 27,421° referentes a difracdo dos raios X nos planos, respectivamente,
(211),(312)e(303).

Ademais, foram identificadas as presencas dos metais inseridos no macrociclo para a
formagao da Cloro Aluminio Ftalocianina (Figura 20).

O aluminio foi identificado pela ficha JCPDS-ICDD numero 01-089-2837 que
descreve a referida fase com estrutura cristalina do tipo cubica com parametros de rede
a=b=c=4,059A. Os picos identificados localizam-se em 20= 38,377° e 44,609° referentes a
difracdo dos raios X nos planos, respectivamente, (11 1) e (2 2 0).

O cloro foi identificado pela ficha JCPDS-ICDD numero 01-084-0799 que descreve a
referida fase com estrutura cristalina do tipo ortorrémbica com parametros de rede a= 6,180 A
b=4,417 A e ¢=8,171 A. Os picos identificados localizam-se em 20= 50,074° e 42,357°

referentes a difracdo dos raios X nos planos, respectivamente, (311) e (02 1).

Figura 20: Difratograma de Raios X da Cloro Aluminio Ftalocianina.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A andlise do difratometria de raios X das microparticulas de vaterita encapsuladas com

cloro aluminio ftalocianinas (

Figura 21) comprovam que as moléculas do fotossensibilizador estdo adsorvidas nos
poros das microparticulas, visto que observou-se o deslocamento dos picos de vaterita que
apresentaram aproximadamente 0,02° de aumento no angulo de difracéo.

Este deslocamento € resultado da interacdo fisica entre os compostos, sendo que a
presenca do fotossensibilizador influenciou o fenémeno de difracdo dos raios X incidentes na
amostra de vaterita.

Este resultado corrobora com o obtido no ensaio por Espectroscopia no Infravemelho

que sera discutido o tépico 4.5.

Figura 21: Difratograma de Raios X das microparticulas de vaterita encapsuladas com
Cloro Aluminio Ftalocianina.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A técnica de andlise por difracdo dos raios X utilizada ndo possibilita a quantificacao
das fases presentes, mas a intensidade dos picos obtidos pode remeter arbitrariamente a
guantidade das fases presentes. Deste modo, pode-se comprovar maior concentracdo da fase

vaterita quando comparada as fases formadoras do fotossensibilizador.

4.4 Caracterizacio de Tamanhos dos Poros - Brunauer — Emmett— Teller (BET)

As microparticulas de vaterita obtidas no processo de precipitacdo quimica analisadas
por microscopia eletronica de varredura apresentaram superficies porosas, 0 que € uma
interessante caracteristica para sistemas de liberacdo controlada de farmacos, visto que nestes
poros seram adsorvidos o fotossensibilizador.

O conhecimento da distribuicdo de tamanhos dos poros é importante para averiguar a
possibilidade de encapsulamento destes compostos no composto carreador.

A distribuicdo dos tamanhos de poros obtido pelo método BET resultou em 4 faixas de

tamanhos de poros, (Tabela 1), resultando em um tamanho médio de poros de 37,21 nm.



Tabela 1: Dados obtidos para caracterizagdo do tamanho dos poros das microparticulas de

vaterita

Faixa de Tamanho de Poros

Quantidade de Poros

(nm) (%0)
10220 27,72
30240 42,16
50 4 60 21,34
70280 8,780

Fonte: Elaborado pela autora.
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A partir dos dados apresentados (Tabela 1) plotou-se um diagrama de distribuicdo de

tamanho de poros (Figura 22) onde esta apresentada a curva nota-se que em uma distribuicdo

monomodal do tamanho dos poros das microparticulas de vaterita estando a maior quantidade

de poros na faixa de 30 a 40 nm de diametro.

Figura 22: Distribucdo de tamanho de Poros das microparticulas de vaterita.
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4.5 Espectroscopia no Infravermelho (IV)

A técnica de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier foi utilizada
para avaliar o encapsulamento do bioativo no sistema de liberagéo.
Os espectros de 1V das microparticulas de CaCOgz, CIAIPc livre e as microparticulas de

CaCOs carregadas com CIAIPc sdo mostradas na (Figura 23).
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Figura 23: Espectros de FTIR das microparticulas de CaCOs
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Fonte: Elaborado pela autora.

O espectro das microparticulas de CaCOz carregadas com CIAIPc reflete bandas de
absorcédo caracteristicas do FS e carbonato de calcio sem novas bandas ébvias, o que indica
que a adsorcdo de CIAIPc no CaCO3 é de natureza fisica (WANG et al., 2006) observaram
comportamento semelhante quando realizaram o encapsulamento de ibuprofeno em
microparticulas porosas de CaCOs.

Apresentando pico de CaCOs por volta de 870 cm™; deformagdo angular fora do plano
COg; banda por volta de 1480: estiramento antissimétrico de ligagbes C -O por volta de 710
cmt: deformagcéo angular no plano O-C-O.

4.6. Internalizacao da Ftalocianina

A Figura 24 apresenta 0s resultados da internalizagdo do fotossensibilizador pelo
macrofago nas diferentes concentragdes utilizadas. As imagens foram capturadas em
Microscopio Confocal Zeiss (LSM 700), em objetiva Plan-Apochromat 63x, com a qual

foram capturadas 85 slices, para compor as imagens finais. O marcador 4',6'-diamino-2-fenil-
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indol (DAPI) foi excitado com laser em comprimento de onda de 405 nm e a ftalocianina em

555 nm.

O marcador DAPI (4',6'-diamino-2-fenil-indol) é utilizado para marcar DNA celular,
indicando o nucleo, em azul. A fluorescéncia da ftalocinanina é indicada nas imagens do
meio, em vermelho, e a sobreposicdo dos canais é apresentada a direita. O DAPI foi excitado
em 405 nm e a ftalo em 555 nm. A seta indica a concentracdo de ftalo no nucleo.

Figura 24: Internalizagio da ftalocianina por macrofagos, nas concentrages de 0,6 pumol.L*
e 3,0 umol.L?, ap6s 1 hora de incubacéo a 37 °C.

DAPI FTALO SOBREPOSICAO

0,6 umol.L?

3,0 umol.L? |

Fonte: Elaborado pela autora.

E possivel observar a internalizagio da ftalocianina apds uma hora de incubacio, a 37
°C, com o FS distribuido no citoplasma, em ambas as concentragdes testadas. Observa-se
também a concentracdo de ftalocianina em regido correspondente ao nucleo, sobrepondo o
sinal com o material nuclear (seta).

De acordo com os estudos de Breymayer et al. (2014), foi observado o efeito de
CIAIPc nanoparticulada, observando internalizacdo da ftalocianina, e da ftalocianina
nanoparticulada, apds 24 horas de incubagdo. Com esse protocolo foi observada CIAIPc no

citoplasma, com evidéncias de acimulo endossomal e/ou lisossomal.
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E importante apontar que diferentes compostos apresentam afinidade com

componentes especificos da célula. Portanto, é compreensivel e esperado que a localizacao
intracelular de diferentes fotossensibilizadores seja variada (CASTANO; DEMIDOVA;
HAMBLIN, 2005) apontam diversas caracteristicas esperadas em fotossensibilizadores, como
solubilidade e lipofilicidade, por exemplo, que podem interferir na interagdo do mesmo com a
célula alvo, e quais os efeitos que podem ser desencadeados apds a TFD.

4.6 Avaliacao da viabilidade celular

Para avaliar a porcentagem de morte celular desencadeada ap6s a TFD foi realizado o
teste de exclusdo do corante azul de tripan. Apds a terapia fotodindmica, se a célula tem perda
de fungdo de membrana, entrando em processo de morte, ela permanece corada, em azul. As
células viaveis tém a capacidade de selecionar a entrada do corante, impedindo que isso

aconteca, ou expelindo o corante que possa entrar eventualmente (Figura 25).

Figura 24: Viabilidade do teste do Azul de Tripan. Em A observamos macrofagos do
grupo controle, com membrana intacta, e, portanto, sem coloragdo. Em B observamos
um grupo apds tratamento com TFD com 3,0 pmol.L?, onde é observado algumas
células sem corante (células vivas), e algumas coradas (células mortas).

(2) (b)

Fonte: Elaborado pela autora.

Dessa forma, observamos na (Figura 25a) um campo referente ao grupo controle, onde
grande maioria das células se encontra viavel, permanecendo ndo coradas. Na (Figura 25b)
observamos um campo apds tratamento de TFD com 3,0 mol.L, com algumas células

viaveis, e outras inviaveis, coradas em azul.
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De todos os grupos, foram capturadas imagens de 10 campos aleatorios, e as células

foram contadas utilizando o software ImageJ, com a ferramenta Cell counter. Foi realizada a
contagem de células totais e em seguida calculadas a porcentagem de células vivas e mortas e
o resultado é apresentado na (Figura 26).

As microparticulas de p-CaCOs na auséncia do fotossensibilizador também foram

testadas e ndo apresentaram qualquer efeito sobre a linhagem celular em analise.

Figura 25: Viabilidade celular dos macréfagos avaliada pelo teste de azul de tripan. Os
grupos denominados Escuro compreendem amostras mantidas ao abrigo de luz. Os
grupos que receberam apenas LED ou TFD estéo identificados pela fluéncia utilizada, de
5J.cm?e 10 J.cm™. (* <0,01) (<0,01)
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Fonte: Elaborado pela autora.

Em um estudo recente dos nossos grupos de pesquisa foi demonstrado que o farmaco
fotossensibilizador CIAIPc em sua forma livre, ou seja, quando ndo encapsulado em um
sistema de liberacdo ndo apresenta citotoxicidade em linhagens de macréfagos (ABREU et
al., 2019). As microparticulas de CaCOs na fase de vaterita na auséncia do farmaco
(microparticulas vazias) ndo apresentaram citotoxicidade para o sistema bioldgico em estudo.

E possivel observar reducdo significativa da viabilidade, nos grupos tratados com a
maior concentraco, de 3 umol.L?, alcancando aproximadamente 50% de reduc&o no grupo
tratado com 10 J/cm2 Esses dados sugerem resultado dependente da concentracdo da
ftalocianina e da dose de luz utilizada. Com a dose de 5 J/cm? foi observada reducdo da

viabilidade ap6s TFD com 0,6 pmol.L?, no entanto o resultado néo foi significativo.
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E importante apontar que nos grupos controle, mantidos no escuro ndo houve reducio

na viabilidade, demonstrando que a ftalocianina néo é citotdxica para os macrofagos, nessas
condigdes testadas.

De acordo com os estudos de Svenskaya et al.,, (2016) encapsularam o
fotossensibilizador Photosen em microparticulas de CaCO3 na fase de vaterita para aplicacédo
em TFD. Os autores demonstraram efeito fototdxico significativo usando o ensaio de
viabilidade (MTT). Foi observada uma diferenca dréstica na porcentagem de células viaveis:
2% versus 20%, para o fotossensibilizador encapsulado e livre, respectivamente.

Dessa forma, microparticulas de CaCOs3 na fase de vaterita como transportadoras de
compostos bioativos, permitem melhorar a eficacia do fotossensibilizador, supondo, portanto,

a reducdo de dose terapéutica aplicada para o fototratamento.
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5 CONCLUSOES

Microparticulas de vaterita (u-CaCOs3) sdo sintetizadas por uma rota de precipitacao
assistida por PSS. O sistema proposto como DDS foi fabricado com sucesso, o que foi
comprovado pelas caracterizacdes de DRX, MEV e BET, particulas na escala micrométrica,
morfologia esférica e com consequente porosidade aparente. Estes fatores possibilitaram a
incorporagdo do farmaco sem alteragdo em suas propriedades fisico-quimica, como a
absorcdo na regido do Uv-Vis. A espectroscopia no IV indicou que a adsorcdo do
fotossensibilizador CIAIPc nas microparticulas de CaCO3 ¢ de natureza fisica, o que foi
corroborado pelo resultado de DRX.

O processo de internalizagdo da ftalocianina mostrou o FS distribuido no citoplasma,
em ambas as concentragdes testadas, e a presenga da CIAIPc em regido correspondente ao
nucleo, sobrepondo o sinal com o material nuclear. Pelo ensaio de viabilidade celular com
azul de Tripan foi possivel observar redugdo significativa da viabilidade, nos grupos tratados
com a maior concentragio, de 3 umol.L™!, alcangando aproximadamente 50% de redugio no
grupo tratado com 10 J.cm™. Este fator pode ser atribuido a maximizagao das propriedades do
fotossensibilizador quando encapsulado em um sistema de liberagdo para compostos
bioativos.

A soma desses efeitos com a simplicidade, escalabilidade e baixo custo de fabricacao,
biocompatibilidade e alta capacidade de carreamento das particulas de vaterita apresenta a

perspectiva de uma nova plataforma para aplicagdo em TFD.
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ANEXOS
Nosso grupo de pesquisa concentra-se na area de Sintese Organica sendo que um
dos enfoques é centrado no desenvolvimento e caracterizacdo de sistemas micro e
nanoparticulados para aplicagdo em TFD.
Até o presente momento de desenvolvimento da dissertacdo de mestrado foram
apresentados trabalhos em congressos relacionados ao tdpico proposto como tematica da

dissertacéo:

v Eliane de Fatima Souza, Vitor Luca Moura Marmo, Pedro Augusto Rodrigues
Ribeiro de Castro, Milton Beltrame Junior, Erika Peterson Gongalves, Andreza
Simioni, Producdo de microparticulas de vaterita para aplicacdo em Terapia
Fotodindmica: analise das condi¢des de sintese, IX Workshop de Design e
Materiais ¢ III Congresso Internacional, Centro Universitario Teresa D’Avila —

UNIFATEA, Lorena/SP, junho de 2019.

v Eliane de Fatima Souza, Bruna Cristina dos Santos Pinto, Jessica Aparecida
Ambrésio, Daniele da Silva Godoy, Milton Beltrame Janior, Erika Peterson
Gongcalves e Andreza Ribeiro Simioni, Microparticulas de p-CaCOz encapsulada
com ftalocianina de cloro-aluminio para aplicacdo em terapia fotodinamica, XIX
Encontro Latino Americano de P6s-Graduacao (XIX EPG), Universidade do Vale
do Paraiba, Sdo José dos Campos/SP, outubro de 2019.

v' Eliane de Fatima Souza, Bruna Cristina dos Santos Pinto, Jessica Aparecida
Ambrésio, Daniele da Silva Godoy, Milton Beltrame Junior, Erika Peterson
Gongcalves e Andreza Ribeiro Simioni, Fabricacdo de microparticulas de vaterita
para aplicacdo em terapia fotodindmica, | CDNB Congresso Digital de

Nanobiotecnologia e Bioengenharia, junho de 2020.
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