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“The capacity to blunder slightly is the real marvel of DNA. Without this special
attribute, we would still be anaerobic bacteria and there would be no music.”

— Lewis Thomas
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Resumo

A terapia fotodinamica (PDT) combina dois agentes terapéuticos relativamente
inofensivos para o organismo humano, um composto fotossensivel (PS) e a luz de um
comprimento de onda adequado, com oxigénio molecular presente no meio, provocando
assim a destruicdo seletiva dos tumores atraves da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) que criam stress e provocam a morte celular. A PDT afirma-se assim como
uma alternativa viavel e eficiente aos metodos tradicionais mais agressivos de terapias do
cancro (quimioterapia e radioterapia). No entanto, e apesar de existirem ja medicamentos
aprovados para este tipo de terapia, estes ainda apresentam algumas limitaces no que diz
respeito a estabilidade e a seletividade dos veiculos de administracdo terapéuticos, bem
como a profundidade a que é possivel desencadear o efeito anti tumoral pretendido.

Sendo assim, neste trabalho propde-se a preparacdo de um sistema inovador
baseado em nanocapsulas de silica porosa, contendo no seu interior um PS (Protoporfirina
IX, Pp IX) dissolvido num liquido que possui a capacidade de absorver, reter e libertar
quantidades apreciaveis de oxigénio, mantendo a sua estabilidade quimica e mecanica e
apresentando baixos niveis de toxicidade.

Estas nanocépsulas de silica porosa foram desenvolvidas combinando técnicas de
microemulsdo e métodos de sol-gel em meio aquoso. Assim, numa primeira fase deste
trabalho, foi necessario estudar e escolher qual o sistema de surfatantes mais adequado e
qual o liquido disperso apropriado para usar na emulsificacdo. Esta fase envolveu o estudo
preliminar de dois sistemas de surfatantes, tendo-se calculado as suas concentragdes
micelares criticas (CMC) pelo método do anel de du Noly. Calcularam-se ainda os
diametros hidrodindmicos e as cinéticas de formacdo e degradacdo das emulsbes obtidas
por emulsificacdo de liquidos dispersos com uma grande capacidade de absorver, reter e
libertar oxigénio: um perfluoroalcano (perfluorodecalina, PFD) e um liquido idnico (LI) da
familia dos fosfénios (trihexal(tetradecil)fosfonio bis(trifluorometilsulfonil)amida,
[Pes6,14][NTT2]). Isto foi feito através do método de dispersdo dinamica de luz (DLS).
Paralelamente, efetuaram-se ainda estudos de solubilidade da Pp 1X em PFD e em
[Pe.6,6,14][NTT2], tendo-se concluido que a Pp 1X s0 era soltvel em [Pe6,614][NTT2].

Optou-se assim, e numa segunda fase de trabalho, por estudar e desenvolver
nanocépsulas de silica porosa contendo o LI, (nc/Si-LI+Pp IX). Para isto, foi necessario

estudar as condigdes experimentais da reacdo de hidrélise e de condensacdo da silica a
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partir de um precursor de alcoxi-silano (tetraetoxi silano, TEOS), as condices de
processamento e lavagem/remocao e recolecdo de dgua das nanocapsulas formadas, e as
condi¢bes de armazenamento dos materiais, por forma a se obter nanocépsulas com
carateristicas mais favoraveis para o nosso objetivo. Foram obtidas nanocépsulas para dois
tempos de reacdo distintos (29 horas e 168 horas).

Apds a obtencdo das nanocapsulas em quantidade suficiente (através da realizacao
de vérias experiéncias de sintese e processamento), passou-se para a terceira fase deste
trabalho, a qual consistiu na caraterizagdo dos nanomateriais obtidos. Os diametros das
nanocapsulas formadas foram avaliados através de DLS, microscopia otica (OM),
microscopia de varrimento eletronico (SEM) e microscopia de transmissdo eletronica
(TEM). A carga a superficie das nanocéapsulas foi aferida por medidas de potencial zeta, e
os rendimentos das reacdes foram estimados atraves de secagem em estufa, liofilizacéo e
analise termogravimétrica (TGA). Finalmente, as nanocapsulas foram sujeitas a testes para
avaliar as suas capacidades de carregar/libertar oxigénio e de produzir espécies reativas de
oxigénio (ROS) quando excitadas com luz visivel (A=532 nm).

Estes testes permitiram concluir que as nanocapsulas obtidas apresentavam
dimensbes numa gama adequada a sua utilizacdo para PDT (100-300 nm) e que a sua
superficie era carregada negativamente (< -25 mV). A analise de TGA permitiu calcular
eficazmente a quantidade de LI e de silica presente em cada amostra, sendo ainda possivel
concluir que os rendimentos estimados foram superiores para as amostras que
permaneceram em suspensdo aquosa, ao invés de serem secas em estufa ou liofilizadas, o
que nos levou também a concluir que as nanocapsulas perdiam estabilidade, integridade e
LI durante os varios processos de remocao de agua. Os testes de carregamento e libertagdo
de oxigénio permitiram concluir que, tanto as nanocapsulas como as emulsdes iniciais de
LI eram capazes de consumir e de libertar oxigénio, o que é de elevada importancia para a
sua utilizacdo na PDT, pois permite aumentar a quantidade de oxigénio presente na zona
do tratamento, promovendo e melhorando a eficacia de criagdo de ROS. Os ensaios
preliminares de quantificacdo da atividade oxidante das nanocapsulas permitiram concluir
que as nc/Si-LI+Pp IX apresentavam atividade oxidante e que este efeito era promovido
durante os primeiros 300 minutos de ensaio, quando as nanocapsulas eram previamente
saturadas com Oo.

Com este trabalho fica demonstrado que é possivel encapsular um LI hidrofobico
em nanocapsulas de silica porosa, usando técnicas de microemulsdo com sistemas de

surfatantes adequados, combinadas com métodos de sol-gel em meio aquoso. Foi também
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demonstrado que essas nanocapsulas apresentavam algumas carateristicas favoraveis para
a sua aplicacdo em PDT. Apesar de nao ter sido ainda possivel testar estas formulacdes em
culturas celulares ou sistemas in-vivo, espera-se que num futuro proximo estudos
adicionais possam comprovar e demonstrar o potencial destas novas formulagdes para as

aplicacdes previstas.
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Abstract

Photodynamic therapy (PDT) combines two therapeutic agents, which are relatively
harmless to the human organism, a photosensitizer (PS) and light at adequate wavelength,
with molecular oxygen, thus inducing selective destruction of tumours through the
generation of reactive oxygen species (ROS) that cause cellular stress and death. PDT
stands itself as a viable and efficient alternative to the more aggressive traditional cancer
therapy methods (such as chemotherapy and radiotherapy). However, and although several
approved drugs for this therapy already exist, it still presents some limitations regarding
the stability and selectivity of the therapeutic administration vehicles, as well as the
deepness at which it is possible to initiate the desired anti tumour effect.

Therefore, in this work it is proposed an innovative PDT system based in porous
silica nanocapsules, containing a PS (Protoporphyrin IX, Pp IX) dissolved in a liquid which
has the ability to absorb, retain and release appreciable quantities of oxygen, while
maintaining its stability and low toxicity levels.

These porous silica nanocapsules were developed combining microemulsion
techniques and aqueous sol gel methods. Thus, and in the first phase of this work, it was
necessary to study and choose which surfactant system was more adequate and which
dispersed liquid would be appropriate to use in the emulsification. This phase involved the
preliminary study of two surfactant systems, and the critical micelar concentrations (CMC)
were calculated by the du Noly ring method. The hydrodynamic diameters and the
emulsion formation and degradation kinetics were obtained through the emulsification of
two dispersive liquids with the capacity to absorb, retain and release oxygen: a
perfluoroalkane (perfluorodecalin, PFD) and an ionic liquid from the phosphonium family
(trinexyl(tetradecyl)phosphonium  bis(trifluoromethylsulfonyl)amide, ([Ps66.14][NTf2]).
These results were obtained by dynamic light scattering (DLS). Symultaneously, the
solubilities of Pp IX in PFD and in [Ps6,6,14][NTf2] were also studied, and it was concluded
that Pp 1X was only soluble in [Pe66,14][NTf].

Therefore, and in the second part of this work it was chosen to develop porous
silica nanocapsules containing IL, (nc/Si-1L+Pp IX). For this, it was necessary to study the
experimental hydrolysis and condensation conditions for silica synthesis, using
tetraethylorthosilicate (TEOS) as the silica precursor, as well as the processing and

washing/water removal/recollection/storing conditions of the formed nanocapsules in order
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to obtain nanocapsules with the best properties for our purposed goal. Nanocapsules were
synthetized for two different reaction periods (29 hours and 168 hours).

After producing the nanocapsules in sufficient amounts (by performing several
synthesis/ processing experiments), the third phase of this work consisted in the
characterization of the obtained nano materials. The diameters of formed nanocapsules
were evaluated by DLS, optic microscopy (OM), scanning electron microscopy (SEM) and
transmission electron microscopy (TEM). The superficial charge of the nanocapsules was
evaluated by the zeta potential measurements, and the reaction yields were estimated by
oven drying, freeze-drying and thermogravimetric analysis (TGA). Finally, prepared
nanocapsules were subjected to tests in order to evaluate their abilities to absorb, retain and
release oxygen and to produce reactive oxygen species (ROS) when excited with visible
light (A=532 nm).

These tests allowed to conclude that the prepared nanocapsules presented
dimensions that are in an adequate range for PDT (100-300 nm) and that their surface
charge was negative (<-25 mV). TGA analysis allowed the calculation of the relative
amounts of LI and silica present in each sample. Results indicated that the estimated yields
obtained when nanocapsules were stored in aqueous suspension were superior to those
obtained for the oven dried and freeze dried ones, which led to the conclusion that
nanocapsules were losing stability, integrity and LI during the employed water removal
processes. The oxygen sorption and releasing tests led to the conclusion that both the
prepared nanocapsules and the initial emulsions were able to consume and to release
oxygen, which is of high importance for PDT use because it enables the increase of oxygen
concentration located at the treatment area, thus promoting and improving the efficacy of
ROS generation. The preliminary quantification of oxidant activity of the nanocapsules
allowed to conclude that nc/Si-LI1+Pp IX presented oxidant activity and that this effect was
promoted during the first 300 minutes of the assay, when the nanocapsules were previously
saturated with Oo.

With this work it was preliminarily demonstrated that it is possible to encapsulate a
hydrophobic LI into porous silica nanocapsules, combining microemultion techniques with
adequate surfactant systems with aqueous sol-gel methods. It was also proved that those
nanocapsules presented some favourable properties to be applied in PDT. Although it was
not yet possible to test these formulations in cellular cultures nor in in-vivo systems, it is
expected that in the near future additional studies will prove and demonstrate the potential

of these new formulations for the envisaged applications.
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1 Motivacoes e Objetivos

A terapia fotodinamica (PDT) surge-nos como uma alternativa as terapias tradicionais
invasivas aplicadas no tratamento do cancro que apresentam desvantagens para a saude do
doente, na medida em que ndo séo seletivas e aumentam a probabilidade de reincidéncia de
cancro a longo prazo. Neste sentido, e tendo em conta que todos 0s anos 0 numero de
diagnosticados incrementa, € imperativo que a investigacdo seja direcionada ao
desenvolvimento de alternativas de tratamento que apresentem taxas de eficacia e seguranca
superiores as terapias tradicionais e que confiram uma maior esperanca de vida aos afetados.

A PDT pressupbe que uma molécula fotossensivel seja localizada em tecidos
malignos e posteriormente ativada através de irradiacdo com luz visivel, levando a formacao
de espécies reativas de oxigenio (ROS) e a consequente destruicdo das células cancerigenas,
de forma répida, precisa e ndo toxica para as células saudaveis. E ainda aplicada em
tratamentos paliativos, com elevado sucesso no aumento da esperanca de vida e conforto do
doente.

Apesar de todas as vantagens e potencialidades identificadas, ha ainda aspetos que
carecem de melhoramento cientifico de forma a otimizar a sua eficacia. Um dos problemas
inerentes a PDT prende-se com a necessidade de administrar o composto fotossensivel
através de veiculos estaveis, seletivos e ndo tdxicos, que permitam que este seja facilmente
administravel e conserve as suas carateristicas como a sua formula quimica e tempo de vida.
Para além disto, o sucesso da PDT esta intimamente dependente da presenca abundante de
oxigénio no tecido a tratar e da profundidade a que os efeitos da terapia sdo desencadeados,
0 que constitui uma desvantagem na medida em que muito frequentemente os tumores solidos
apresentam uma perfusdo de oxigénio heterogénea, o que leva a existéncia de zonas
hipoxicas.

Numa tentativa ultrapassar algumas destas limitacGes ja conhecidas, neste trabalho
pretende-se desenvolver uma formulagdo de nanocépsulas de silica porosa que sejam
biocompativeis e ndo toxicas, eficazes para PDT aplicada ao tratamento do cancro. Essas
capsulas serdo preenchidas por um agente fotossensivel (Protoporfirina IX), dissolvido num
liquido i6nico ([Pse614][NTF2]) que, para além de ser um solvente eficaz para a Pp 1X, se
espera que seja responsavel por manter uma concentracdo de oxigenio molecular elevada,

pois € capaz de absorver e libertar grandes quantidade de O nos tecidos circundantes, o que
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permite a formagdo de ROS que consequentemente desencadeiam a morte celular das células
cancerigenas. Para isso propde-se a obtencdo de uma microemulsdo estabilizada por um
sistema de surfatantes seguida da producéo de particulas através do método de sol-gel em
meio aquoso de forma a se obterem nanocapsulas de silica porosa. Adicionalmente pretende-
se ainda caraterizar quimica, fisica e morfologicamente as capsulas obtidas, quantificar a
difusdo de oxigénio pelo sistema e estudar a producédo de espécies reativas de oxigénio pelas

capsulas irradiadas.



2 A terapia fotodinamica

A terapia fotodindmica (PDT) é um tratamento quimioterapéutico que envolve 1)
administracdo e acumulacdo seletiva de um composto fotossensivel (PS), 2) uma &rea alvo
onde exista uma boa perfusao de oxigénio e 3) posterior irradiagdo com luz com comprimento
de onda adequado, com o objetivo de induzir a morte celular. Estas trés etapas acima
enumeradas participam numa reacao fotoquimica na qual o PS ¢é ativado pela luz e interage
com o oxigénio molecular para produzir espécies reativas de oxigénio (ROS), tais como o
singleto de oxigénio (*O,) e radicais livres, que sdo altamente citotoxicos e capazes de causar
a morte de células, incluindo as cancerigenas por necrose, apoptose ou autofagia 2. Apenas
células simultaneamente expostas a estas trés etapas sequenciais sdo destruidas, o que confere
a esta terapia uma elevada seletividade para certos tipos de células, caraterizada ndo sé por
uma acumulacao preferencial do composto fotossensivel nestas, como também da ativacdo
precisa do mesmo pela luz.

Desde a sua origem nos inicios do século XX e da sua primeira demonstracdo
moderna, por Dougherty et al. em 1975, a terapia fotodindmica tem sido alvo de investigacao
intensa tendo-se afirmado como uma alternativa importante e inovadora para o tratamento de
tumores malignos, servindo também como método de pesquisa e préatica pré-clinica. Deste
entdo, terdo sido realizados mais de 200 ensaios clinicos com o intuito de estudar e caraterizar
a eficacia da terapia fotodindmica, sendo que, diversos artigos de revisdo recentemente
publicados tém vindo a revelar sistematicamente que esta é uma opc¢do credivel para o
tratamento de tumores solidos, ndo metastizados e cujo acesso por uma fonte de luz seja
possivel, especialmente no caso de melanomas malignos e pré malignos. E ainda usado no
tratamento de cancro do eséfago e de colangiocarcinomas inoperaveis. Para além disso, nas
aplicacdes cutaneas a terapia fotodinamica tem a vantagem de permitir tratar varias lesGes ao
mesmo tempo. Outros alvos terapéuticos para 0s quais existem compostos fotossensiveis em
desenvolvimento séo o cancro da bexiga, figado, ductos biliares, pancreas, colo do Utero e
cérebro 3.

Para além das utilizacGes clinicas contra o cancro, esta terapia j& foi implementada
com sucesso no tratamento de condigdes como a acne, infe¢des microbianas, psoriase e

herpes *.



2.1 Principios funcionais da PDT

A PDT é um processo composto por trés passos principais: a administracdo do PS,
distribuicéo e acumulagéo seletiva do mesmo na zona de interesse e finalmente irradiacdo da
leséo.

Apds a administracdo do composto fotossensivel, € necessario aguardar um
determinado periodo para que o composto fotossensivel se espalhe sistemicamente e se
acumule preferencialmente no tecido alvo. Este periodo designa-se por DLI (do inglés Drug-
light interval) e depende da via de administracdo, do tipo de composto fotossensivel, da sua
possivel funcionalizacdo e das suas propriedades cinéticas e de biodistribuicio °.
Posteriormente, a area tumoral é irradiada com luz no comprimento de onda adequado
(normalmente correspondente a banda de absor¢do mais intensa do composto fotossensivel),
sendo que atualmente a irradiacdo pode ser direcionada a qualquer parte do corpo através de

dispositivos de fibra ética flexiveis ° (Figura 1).

1) Administragao 2) Distribui¢do e 3) Irradiagio do
do PS acumulagao tumor
seletiva do PS

no tumor

Figura 1 O principio da PDT: 1) O composto fotossensivel (PS) é administrado sistemicamente ou topicamente. 2) Apds
um periodo de tempo de distribuicdo sistémica de PS (DLI), este acumula-se seletivamente no tumor. 3) Irradiacdo ativa o

PS e, na presenca de oxigénio molecular € iniciada a reagéo fotoquimica que culmina com a producéo de singleto de oxigénio
(*02). Adaptado da referéncia 3.

A acumulagdo do composto fotossensivel na area neoplasica ocorre gracas ao efeito
de permeabilidade e retengdo aumentada (EPR), nomeado por Maeda et al ’ e que toma
partido da vasculatura tumoral atipica e permite que particulas com certas carateristicas
entrem no tecido necrotico, a0 mesmo tempo que suprime a filtracdo linfatica e as obriga a
permanecerem nas zonas alvo por periodos mais longos (24 horas ou mais) ’. Este fenémeno,

que ocorre naturalmente e sem necessidade de modificacdo da superficie das particulas em
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questdo, tem funcionado como a principal plataforma nanotecnoldgica de distribuicéo
especifica de farmacos aos tumores 8. Com o objetivo aumentar o tempo de circulagio destas
particulas na corrente sanguinea, até que sejam aprisionadas nas massas tumorais, as
nanoparticulas formuladas devem ter um didmetro limite até cerca de 300 nm e de ser
preferencialmente hidrofilicas na superficie externa 8. Os vasos sanguineos da maioria dos
tumores solidos possuem carateristicas Unicas que se encontram enumeradas na Tabela 1 e

que n&o se observam na vasculatura normal, sendo responsaveis pela EPR °.

Tabela 1 Fatores envolvidos no efeito de permeabilidade e retengdo aumentada (EPR) de farmacos em tumores sélidos.
Adaptado da referéncia 9.

e Angiogénese (mecanismo responsavel pelo crescimento de novos vasos sanguineos) extensiva e
consequente elevada densidade vascular;

e  Producéo intensiva de mediadores vasculares, tais como a bradicinina, o 6xido nitrico, VPF/VEGF e outras
citoquinas, prostaglandinas, colagenase e peroxinitrito, etc, que promovem a permeabilidade vascular
(entrada de nanoparticulas para 0s vasos sanguineos);

e Arquitetura vascular defeituosa, causada pela caréncia de células musculares lisas, caréncia ou
inexisténcia de recetores para a Angiotensina 11, elevados hiatos nas juncdes célula-célula endoteliais e
conformagdo anémala como bifurcagao ou estiramento dos vasos;

e Drenagem linfatica enfraquecida de macromoléculas e lipidos presentes no tecido intersticial (promove o
efeito de retencdo vascular).

As carateristicas enumeradas na tabela acima aumentam a permeabilidade dos vasos
sanguineos dos tecidos tumorais certos compostos, como a nanoparticulas com diametros
preferencialmente entre os 10 e os 200 nm (janela terapéutica mais eficaz), sendo possivel
no entanto obter-se este efeito para particulas até aos 300 nm "8, Apds a entrada das particulas
para 0s vasos sanguineos do tumor, a sua saida é inibida, ja que o efeito de drenagem linfatica
nos microambientes tumorais € enfraquecido. A maioria dos farmacos acumula-se nos
tumores em concentragdes 5-10 vezes superiores as concentra¢des presentes no plasma e nos
tecidos normais, 24 horas apos a sua administracio .

Como forma de tornar mais eficaz o direcionamento ao tumor e evitar a agéo
imunitaria do organismo contra as mesmas é ainda possivel modificar a superficie das
nanoparticulas, melhorando o efeito de EPR 2°.

A obtencdo dos efeitos desejados depende, portanto, do tipo de composto
fotossensivel e dose administrada, da sua localizacéo intracelular, do intervalo de tempo entre

a administracdo do farmaco e a irradiagcdo (geralmente entre 24 a 48 horas para permitir que
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0 PS se acumule no tumor por EPR), da dose total de luz aplicada, do seu comprimento de
onda, das carateristicas do tumor, da disponibilidade local de oxigénio, e ainda da
modificagdo ou ndo da superficie das nanoparticulas °. A eficacia da terapia fotodinamica
depende assim da conjugacéo precisa destes componentes (e suas variaveis), 0 que representa
um grande desafio no que toca a otimizac&o dos respetivos protocolos terapéuticos 2.

Ao ser irradiada com luz no comprimento de onda adequado, a molécula fotossensivel
interage com o oxigénio molecular originando varias espécies reativas de oxigénio (ROS)
que danificam as células alvo via apoptose, necrose ou autofagia. As moléculas
fotossensiveis funcionam assim como catalisadores, que ao absorver a radiagdo, convertem
0 Oz num conjunto de ROS — singleto de oxigénio (*O2) e radicais livres, tais como OH®,
02-2 e 02-0 6.

O mecanismo de acdo da PDT assenta no facto do composto fotossensivel (PS) ter
uma configuracéo eletronica estavel com um estado singleto no nivel mais baixo de energia
(*PSo). Sob ativagéo, o composto fotossensivel, no estado basal de energia absorve um fotéo
e € promovido a um estado singleto excitado (!PS*). O estado excitado pode, em seguida,
relaxar novamente para o estado de energia basal emitindo um fotdo de fluorescéncia ou pode
converter-se no estado tripleto (3PS*) via conversdo intersistema, que envolve uma variagio
de spin do eletrdo. Este estado tripleto é um estado fotoativo, que pode por sua vez interagir
com o oxigénio molecular e produzir ROS, através de dois tipos de reac@es principais — Tipo

| e Tipo I- dependentes da concentracéo de oxigénio (Figura 2) *°©.

Fonte de Luz 05", H205, HO"

PS excitado <
pse » 3PS 302
TIPO |
— Citotoxicidade

PS
q 1
PSo \ h
TIPO Il PS i .
S excitado < Regressdo do tumor
ps* » Ips- 302

Figura 2 Diagrama de Jablonski. Adaptado e simplificado a partir da referéncia 12.

Nareacdo do Tipo I, 0 composto fotossensivel transfere um eletréo a varias moléculas
recetoras, produzindo radicais livres ou iGes superoxido resultantes do hidrogénio ou da

transferéncia de eletrdes °. Ocorre em condigdes de baixa concentragdo de oxigénio no tecido
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e baseia-se na reagdo entre o estado tripleto excitado do composto fotossensivel (*PS*) e o
tecido lesado, que é um substrato na reacdo. Desta reacdo resultam radicais que interagem
rapidamente com o oxigénio presente no ambiente reacional e conduzem a producéo de ROS
que danificam o tecido lesado (cancerigeno) atraves de vias cujo carater tedrico sera
desenvolvido no capitulo seguinte (2.2 Efeitos bioldgicos da PDT) .

No Tipo I, a reacdo conduz a producéo de um estado de oxigénio eletronicamente
excitado e altamente reativo, conhecido como singleto de oxigénio. Na PDT, 0s processos
do Tipo Il sdo mais relevantes e a geragdo do *O, é responsavel por causar danos irreversiveis
as células tumorais °. Esta via ocorre predominantemente em situacdes em que existem
elevadas concentragGes de oxigénio no tecido examinado e tem por base interacdes que se
desenrolam entre o estado tripleto excitado do composto fotossensivel (3PS*) e o oxigénio.
E portanto a via principal nos organismos humanos e processa-se quando o 3PS* transfere
energia para o tripleto de oxigénio, conduzindo & geracéo de singleto de oxigénio excitado *.

Para alem de atingir diretamente as células cancerigenas, atraves da producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), a terapia fotodindmica danifica a vasculatura
circundante ao tumor, causando enfarte arterial local e podendo ativar resposta imune contra
as células tumorais, pois ao provocar inflamacgéo nos tecidos estimula o influxo de neutrofilos
e a ativacdo consequente de uma resposta imunitaria de longo prazo °.

A disponibilidade de oxigénio molecular nos tecidos a tratar tem um efeito profundo
no sucesso dos resultados obtidos apds aplicacdo da PDT, ja que na sua auséncia a terapia
ndo vai ter qualquer efeito anti tumoral. Para além disso, é sabido que células hipdxicas de
tumores solidos sdo geralmente resistentes 8 PDT. E possivel reconhecer dois tipos distintos
de hipoxia: i) hipoxia pré-existente em células tumorais, que resulta do desenvolvimento
fisiolégico do tumor e existe em muitos tumores sélidos; ii) hipdxia induzida pela PDT,
resultante do rapido consumo do fornecimento de oxigénio molecular local. Neste sentido, a
monitorizacgdo da oxigenacao do tumor durante a PDT torna-se relevante para o entendimento
dos mecanismos fisioldgicos basicos e da dosimetria adequada para a terapia 21314, A tensdo
intra-tumoral de oxigenio (pO2) pode ser medida por elétrodos sensiveis a oxigénio, métodos
de fluorescéncia ndo-invasivos, ou outras técnicas de espetroscopia °.

Vérias técnicas tém sido propostas para contornar a deplecdo de oxigénio pré-

existente ou induzida pela PDT. Uma delas consiste no fracionamento da irradiagdo através



de periodos controlados de irradiacdo/descanso no escuro para que o fornecimento de O aos
tecidos seja reestabelecido durante o periodo de descanso, compensando assim a deplecéao
causada pelas reacdes fotoquimicas. No entanto, esta técnica apresenta a desvantagem de
apenas colmatar o problema causado pela deplecdo de oxigénio induzida pela PDT, nédo
afetando as células que se encontram em pré-hipdxia. Para além disso, o fracionamento da
irradiagdo acarreta um aumento de tempo necessario para administragdo de uma determinada
dose de luz %1718, A utilizacio de liquidos com elevado poder de retencio e libertacéo de
oxigénio (como ¢é o exemplo dos perfluoroalcanos) nas formulac6es de veiculos de PS podem
também ajudar a mitigar este problema de deplecdo de O», bem como servir para diminuir o
tempo de descanso no escuro no caso de se optar pelo fracionamento da irradiacéo, pois
promovem o0 aumento rapido de oxigénio na zona a tratar, servindo como uma possivel
solucdo para mitigar a problematica da disponibilidade de oxigénio molecular.

Foram ja realizados também ensaios clinicos de PDT recorrendo a camaras
hiperbaricas, com o objetivo de estimular hiper oxigenagio na zona do tratamento %2021,
Embora os resultados obtidos ndo tenham sido conclusivos, estes demonstraram que a
hiperoxigenacdo permitiu estender o periodo de sobrevivéncia em doentes com carcinomas
do eséfago. Para além disso, apesar da aplicacdo de oxigénio hiperbarico requerer a utilizacdo
de cAmaras pressurizadas, cuja disponibilidade € limitada, estudos pré-clinicos permitiram ja
demonstrar que hiper oxigenacdo normobarica (a condi¢cdes de pressdo normais) é tdo ou
mais eficaz que a hiperbarica >3, A hiperoxigenacio dos tecidos permite oxigenar as células
com hipdxia pré existente, tornando-as susceptiveis a PDT, bem como compensar pela
deplecdo de oxigénio durante as reacdes fotoquimicas pois aumenta a disponibilidade de O
assumindo-se assim como uma alternativa atrativa para resolver as questdes associadas a

hipoxia registada durante a PDT.

2.2 Efeitos biologicos da PDT

Existem trés mecanismos identificados que contribuem para a diminuicéo visivel do
volume (e por vezes até desaparecimento) das lesdes tumorais quando tratadas por PDT. Sao
eles 1) o efeito vascular, que se carateriza pela ocorréncia de danos associados a vasculatura
do tumor, caraterizado pela formacdo de coagulos que causam privacdo de oxigénio e

nutrientes e consequente enfarte das células alvo; 2) o efeito citotoxico direto sobre as células
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neoplasicas, no qual as espécies reativas de oxigénio, geradas pelas vias descritas acima
podem causar morte celular direta por apoptose e/ou necrose e por ultimo 3) o efeito
imunitario, despoletado pela acdo inflamatdria e que ativa uma resposta imune contra células
tumorais remanescentes ou metastaticas, fulcral para a cura a longo prazo do cancro. Apesar
de se saber que estes trés mecanismos estdo interrelacionados e que a sua combinacao é
requerida para uma cura eficaz e de longo prazo, a importancia relativa de cada um ainda néo
foi clarificada 2.

Ativagao do fotossensibilizador por luz visivel
Produgdo de ROS

g y | | )

H Toxicidade celular

Metabolismo andmalo
AtivacBo de mecanismos de sinalizacdo
celular
Secrecdo de citoguinas
Influxo de neutrdfilos
Ativacdo de macrofagos

Inflamacdo

Estase vascular Proteinas de chogue térmico

Espasmos vasculares transientes
Formacdo de codgulos

MNecrose

ﬁcﬁgﬁz Ativacéo de antigenes de células
dendriticas

v h Células T citotdxicas mediada por
anticorpos

. |L Resposta imunitaria de memaria
Hipoxia e estrangulamento tumaoral ||- prolongada

Destruicio de metdstases

Figura 3 Vias de destrui¢do de tumores mediadas por PDT ilustrando as possiveis contribui¢des a partir de danos vasculares,

morte celular direta e resposta imune do hospedeiro. Adaptado da referéncia 22.

Na Figura 3 encontram-se esquematizadas as vias de morte acima referidas e na
Figura Al do anexo encontra-se a representacdo da evolucéo dos danos provocados no tumor

bem como os agentes celulares que medeiam.

2.3 Fontes de luz e agentes fotossensiveis

A selecdo do sistema de irradiacdo estd dependente do espetro de absorcdo do PS
selecionado, do tamanho e localizagdo do tumor e da dimensdo e preco do sistema a usar.
Para tratamentos dermatologicos, onde o acesso a area alvo é facil, o método base é a
utilizacdo de lampadas associadas a fibras oticas. As lampadas séo baratas, requerem pouca

manutenc¢&o e possuem um espetro de emisséo alargado, o que obriga a utilizacdo de um filtro



de banda estreito em frente a fonte de luz para selecionar o comprimento de onda adequado
a0 maximo de absorgdo do composto fotossensivel 1,

De forma a melhorar o desempenho, reduzir custos, e diminuir a dimensao destes
sistemas, as lampadas tém vindo a ser substituidas por diodos emissores de luz (LEDs). O
uso da terapia fotodinamica para tratamento de tumores internos e/ou de maiores dimensoes
(ndo diretamente acessiveis a luz) requer o uso de sistemas laser acoplados a fibras 6ticas que
permitam o envio de luz de forma precisa e em doses apropriadas a maioria das partes do
organismo %,

A propagacdo de luz nos tecidos é determinada maioritariamente pelos fenémenos de
difracdo, absorcéo, reflexdo e transmissé@o, da composicdo do tecido e do comprimento de
onda da luz. A estrutura dos tecidos ndo € uniforme devido a presenca de macromoléculas,
organelos celulares e outras estruturas, que contribuem para a difracéo da luz, especialmente
para comprimentos de onda mais baixos. Para comprimentos de onda inferiores a 600 nm
verifica-se absorcdo da luz por cromoéforos enddgenos, tais como a hemoglobina ou a
melanina, ao passo que, acima dos 1300 nm a absorc¢éo de luz pela 4&gua dos tecidos aumenta
substancialmente pelo que o efeito clinico perde qualidade. Para além disso, luz com
comprimento de onda superior a 800 nm n&o confere energia suficiente para gerar tripletos
de composto fotossensivel que sejam eficientes para transferir energia ao oxigénio molecular.
Neste sentido, assume-se que a janela fototerapéutica de comprimentos de onda esta situada
entre 0s 600 e os 800 nm (apesar desta limitacdo, neste trabalho o PS néo foi testado in vivo,
pelo que foi possivel recorrer a um laser de 532 nm para efetuar testes de atividade oxidante)
11.

Por sua vez, os PSs sdo compostos que absorvem energia da luz a comprimentos de
onda especificos e que, posteriormente, utilizam esta mesma energia para desencadear uma
série de reacdes com a participacdo do oxigénio molecular, que resulta na morte das células
cancerigenas. A principal caracteristica dos PSs, e a mais atrativa no que toca a terapia
fotodindmica contra o cancro, € a capacidade destes, ao serem integrados em nanoparticulas,
se acumularem preferencialmente no tecido tumoral (através de EPR) e desencadearem ai a
producéo de agentes citotoxicos indutores da morte do tecido tumoral alvo 23,

Dentre os diversos tipos de PSs utilizados destacam-se as classes das porfirinas,

clorinas e ftalocianinas. As porfirinas apresentam elevada afinidade para lipoproteinas de
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baixa densidade (LDL) que se encontram em maior quantidade nos tecidos tumorais sendo
que esta propriedade melhora a seletividade e biodisponibilidade dos compostos porfirinicos
para o tecido tumoral, acumulando-se nessas células e possibilitando uma acdo mais
localizada da terapia fotodinamica 24, Para além disso, gracas a producéo de &cido lactico nas
células tumorais (devido a uma alteracdo no mecanismo respiratorio das células), os baixos
valores de pH do fluido intersticial do tecido tumoral (6,0-7,0) relativamente ao tecido normal
(7,2-7,4) podem também contribuir para um incremento da acumulacdo das porfirinas nas
células, ja que com o aumento da acidez, aumenta a ionizacdo das porfirinas, tornando-as
mais hidrossoltveis e podendo estas ser direcionadas para o tumor de forma seletiva 24252,

Apesar de todas as vantagens enunciadas, as porfirinas que apresentam uma elevada
lipossolubilidade tém maior tendéncia para a auto agregacdo em solucdo aquosa, sofrendo
alteracdes cromoforicas e consequente diminuicdo da producéo de singleto de oxigénio por
irradiacdo. Podem também sofrer reagdes de fotobranqueamento, ou seja, fotodecomposicao
quimica induzida pela luz, transformando-se em espécies com carateristicas fotofisicas que
condicionam o efeito terapéutico da terapia fotodinamica 24,

A agregacdo consiste num fendmeno que ocorre em solucdo e que envolve o
estabelecimento de interacdes entre moléculas de PS (auto agregacdo) ou entre o PS e 0
solvente. Apesar do processo de auto agregacao nas porfirinas ndo estar bem esclarecido,
sabe-se que as moléculas podem associar-se em forma de dimeros, trimeros, oligdmeros e,
dependendo da extensdo da agregacao, pode ocorrer precipitacdo. A formacado de agregados
é um processo reversivel que geralmente se encontra em equilibrio, no entanto deve ser
prevenido ao méaximo visto que pode causar a alteracdo do espetro eletronico da porfirina,
provocando o alargamento das bandas (Q e S) e o deslocamento do comprimento de onda de
maxima absorcao (Amax) 2’. Ja 0 processo de fotobranqueamento ou fotodegradagdo de um
composto fotossensivel consiste na modificacdo da sua estrutura, provocada pelas espécies
reativas de oxigenio (ROS) atraves de foto-oxidacdo ou foto-redugédo do PS, o que reduz a
quantidade de composto inicial e de ROS, originando uma perda na eficiéncia do tratamento
e uma incompleta destruicdo do tumor %8, Existem dois tipos de fotodegradacéo irreversivel
que levam a modificagcGes permanentes na estrutura do PS, sendo eles a foto-modificagdo
(modificacdo da estrutura do PS e consequente diminuicdo na intensidade de absorcéo e

emissdo de fluorescéncia em alguns comprimentos de onda) e o fotobranqueamento

11



verdadeiro (as mudancas quimicas sdo profundas e resultam em fragmentos pequenos que
ndo tém absorcdo aprecidvel na regido do visivel. O fragmento torna-se incolor e sem
interesse para PDT 26,

Sendo assim, para que um determinado composto possa ser usado na terapia
fotodindmica, este ndo deve sofrer fotobranqueamento ou fotodegradagdo durante o
tratamento clinico. No entanto, se a velocidade do fotobranqueamento for lenta, e nédo
interferir no tratamento, este passa a ter interesse clinico, ja que a fase de eliminacao do PS
apos a terapia € promovida, diminuindo o intervalo de tempo que o doente tem que ficar ao
abrigo da luz solar por forma a evitar fotossensibilidade cutanea 2.

Tendo em conta todas as questdes acima abordadas, o PS ideal deve apresentar as

propriedades presentes na Figura 4.

4 Y R
Propriedades Fisico-Quimicas Propriedade Fotofisicas
- Alta pureza quimica (auséncia de| - Longo periodo de meia-vida no estado
toxicidade e subprodutos toxicos); tripleto;
- Baixa tendéncia de agregacdo no meio| - Alto rendimento de geracao de singleto
aquoso. de oxigénio e ROS.
\, PS Y,
i 'weal )
Propriedades Fototerapéuticas
Propriedades Farmacoldgicas - Destruicdo preferencial e eficiente de
: ' - células tumorais;
- Direcionamento seletivo e eficiente para o
tecido tumoral; - Auséncia de efeitos adversos, devido a
e baixa acumulacéo na pele;
- Eliminac&o rapida do organismo;
, - Minima toxicidade no escuro e
- Baixa toxicidade sistémica. citotoxicidade apenas na presenca da luz;
- Auséncia de potencial mutagénico ou
carcinogénico.
\_ A y,

Figura 4 Propriedades do PS ideal. Adaptado da referéncia 24.

As primeiras geracdes de PSs correspondem a Hematoporfirina (Hp) e ao Photofrin®
(derivado da hematoporfirina, HpD), sendo este Gltimo o primeiro agente fotossensivel de
sempre a ser aprovado em 1993, no Canada. Atualmente ja foi aprovado por varias agéncias
de saude, sendo utilizado no tratamento de diversos tipos de neoplasias em diversos paises,

como por exemplo, a Franga, a Alemanha e o Jap&o, tendo sido considerado como terapia de
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eleicdo contra diversos cancros, tais como o cancro do pulmé&o, eséfago, bexiga, cérebro,
mama e estados precoces de cancro cervical 1.

Apesar da primeira geracdo de compostos fotossensiveis representar um progresso de
importancia incontestavel a nivel cientifico, esta geracdo estd associada a compostos com
baixa seletividade para lesdes malignas e com fraca absorgéo no espetro do vermelho, o que
0s torna apenas moderadamente ativos em zonas de tecido mais profundas. A eliminagdo
destes compostos € consideravelmente lenta, o que resulta numa fotossensibilidade
prolongada do tecido irradiado (até 6 semanas ap0s o tratamento) e sdo constituidos a partir
de misturas complexas de derivados das hematoporfinas, exigindo métodos de isolamento e
purificacdo complexos e de custos elevados ®. Neste sentido, surgiu a necessidade de se
desenvolverem farmacos alternativos para serem usados como fotossensibilizadores mais
eficazes o que culminou com o surgimento da segunda geracdo de compostos fotossensiveis
1.

A segunda geracdo de PSs, constituida por derivados das porfirinas, ftalocianinas,
texafirinas, purpurinas e clorinas, tem sido desenvolvida com o objetivo de melhorar o
desempenho relativamente aos compostos da primeira geracdo. Face a primeira geracdo, tém
a vantagem de apresentarem auséncia de toxicidade e de formagao de subprodutos toxicos,
sdo bem caraterizados, conseguindo gerar singletos de oxigénio eficazmente e tém gama de
absorcdo méaxima no espetro eletromagnético acima dos 630 nm, a qual a penetracdo da luz
nos tecidos é amplificada. A sua seletividade para tecidos malignos e eliminagdo
relativamente mais rapida do organismo reduz a fotossensibilidade da zona tratada (até duas

semanas) %,

Tabela 2 PSs em desenvolvimento clinico para PDT aplicada ao tratamento do cancro. Adaptado das referéncias 11, 24 e
28.

A Excitacio Fase

PS (nm) Patologia(s) alvo de estudo clinica

Porfimero de sédio

e Cancro de pele metastatico derivado de cancro da |
mama

Carcinoma hepatocelular |
Cancro do pancreas |
Cancro da bexiga I
Cancro da cabega e pescogo l
Mesotelioma l
Tumores do SNC l
Colangiocarcinoma 1/

630
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Continuagdo da Tabela 2

Acido 5-aminolevulinico

e Cancro da cabeca e pescogo |
(5-ALA) e Neurofibroma dérmico benigno I
635 e Carcinoma das células basais I
e Cancro do colon I
e Cancro cervical I
Hexaminolevulinato e Cancro cervical I
(HAL) 635 e Carcinoma de células basais I
INN-Temoporfina 652 e Cancro do pulméo de ndo pequenas células I
Chlorin e6 654 e Cancro do pulm&o de ndo pequenas células I
Talaporfina 664 e Glioma I
e  Carcinoma Hepatocelular i
HPPH e Cancro da cabega e pescogo I
665 e  Mesotelioma I
e Cancro do pulmio I

Ftalocianina de Silicio

e Cancro de pele ndo melanoma |
(Pc4) 675 e Linfoma n&o Hodgkin cutaneo de células T I
Verteporfina e  Metastases vertebrais I
689 e Cancro do pancreas i
e Sarcoma dos tecidos moles I
Padeliporfina 753 e Cancro dos rins I
e  Cancro da prostata n
Luz11® (Redaporfina) 749 e Cancro da cabeca e pescoco avancado 171
Tookad ® 753 e Cancro da prostata m
Lutrin ® e Cancro da prostata I
732 e Cancro da mama I

e Melanoma maligno I

Atualmente, os farmacos ja aprovados pela FDA para a terapia fotodinamica sao o
Photofrin® (porfimero de so6dio), Visudyne® (verteporfina), Levulan® (5-acido
aminolevulinico, 5-ALA) e Metvixia® (4cido metil aminolevulinico). O Foscan®
(temoporfina) ja recebeu também aprovacao para tratamento de tumores do pescogo e cabeca
na Unido Europeia. Com excec¢do da 5-ALA (que é um pré-farmaco e pode ser convertido
em protoporfirina 1X), todos os restantes farmacos listados acima sdo moléculas baseadas em
porfirinas que séo hidrofobicas e, consequentemente tém baixa solubilidade em &gua. Na
composicao destes compostos usam-se excipientes que favorecem a solubilizacéo, tais como
misturas lipidicas (como no Visudyne®) e etanol/poli(propilenoglicol) (como no Foscan®)
e permitem a sua administracdo por injecéo intravenosa !. De entre os modos de aplicagio
de PS que se encontram ja aprovados destacam-se os cremes de aplicacgao topica, formulagdes
lipossomais, injecdes salinas e emulsdes 2°,

Existem também esforcos focados no desenvolvimento de PSs de terceira geracéo.

Neste caso 0 objetivo prende-se com a formulagdo de compostos fotossensiveis modificados
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com conjugados bioldgicos, tais como péptidos ou anticorpos, cujo alvo sdo recetores
expressos mais intensivamente em células tumorais. Teoricamente era expectavel que esta
pratica aumentasse consideravelmente a seletividade e consequentemente a eficiéncia da
PDT, no entanto, nas poucas aplicacdes clinicas ja testadas verificou-se que a seletividade

in-vivo ndo foi consideravelmente aumentada °.

Tabela 3 Principais PSs ja aprovados para o uso na PDT, e respetivas neoplasia. Adaptado das referéncias 11, 24 e 28.

A Excitacio

PS (nm) Nome comercial Indicacéo aprovada
Porfimero de sédio Photofrin ® (EUA) . Cancro esofagico
630 . Cancro endobronquial
] . Esdfago de Barret
Acido 5-aminolevulinico Levulan ® (EUA) . Queratose actinica
(5-ALA) 635 Ameluz ® (EV) e Queratose actinica
Gliolan ® (EV) o Glioma (agente de contraste em cirurgia)

Metil-aminolevulinato Metvixia ® (EUA) ° Queratose actinica
(MAL) 635 Metvix ® (EU) e Queratose actinica

. Carcinoma de células basais

Carcinoma de células escamosas
Hexaminolevulinato Hexvix ® (EUA) . Cancro da bexiga (agente de contraste em
(HAL) 635 diagnéstico)
Temoporfina 652 Foscan ® (EU) . Cancro da cabega e pescogo
Al(l11)Pcs Sulfonado Photosense ® . Cancro de pele
689 (Russia) . Cancro da mama

. Cancro do pulméo

. Carcinoma gastrointestinal
Verteporfina 689 Visudyne ® . Degeneracdo macular relacionada com o

envelhecimento

Talaporfina 664 I(T]ispe;g)hyrin ® e Cancro do pulméo em estagio precoce

Salienta-se aqui a Protoporfirina IX (Pp 1X), que é um farmaco lipofilico que ocorre
naturalmente no organismo e é produzido endogenamente a partir do Acido 5-
aminolevulinico (5-ALA), através da via biosintética do grupo HEME. E um composto de
segunda geracao que apresenta um comprimento de onda de absorcdo de intensidade forte
por volta dos 400 nm, denominada banda Soret e quatro bandas de menor intensidade
localizadas entre os 500-650 nm, denominadas bandas Q (Anexo A2). No que toca as suas
propriedades fotoluminescentes, a Pp 1X apresenta dois picos de emissdo aos 620 e 670 nm
(pertencem a janela fototerapéutica), sendo que a concentragdo experimental reconhecida
como Gtima, capaz de produzir luminescéncia mais intensa é de 25 pm/mL 3L, E reconhecida
como um dos farmacos de eleicdo para terapia fotodindmica, apresentando boa acumulacéo

em células tumorais em detrimento das células saudaveis gragas a diminuicéo da atividade
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da enzima ferrolactase nas células malignas. Esta enzima é responsavel pela conversdo da
Protoporfirina X em HEME (Figura 5) e, embora esteja presente nas células ditas normais é
muito menos abundante nas células tumorais (ou seja, as suas carateristicas fotossensiveis
permanecem maioritariamente inalteradas quando alocada nas células tumorais). Para além
disso, a Protoporfirina IX é completamente excretada em menos de 24h e, mesmo que apos
o tratamento fotodindmico ainda exista Protoporfirina IX em excesso, esta é excretada

Joua N

aquando da sua passagem pelos intestinos

74

CH,

_SH, -
NH NH CH, N CHz
e' 2H F52+ /
Feﬂolac‘rase \ \N/
Hs;C N Hz
vLﬁ P
—=0
OH O/

Protoporfirina X . . . HEME IX
\ Mitocondria /
\ Citoplasma /

Figura 5 Representacéo esquematica da converséo da Protoporfirina 1X no grupo HEME. A reacdo ocorre nas mitocondrias

celulares. Estruturas quimicas baseadas na referéncia 33.

Alguns desafios prendem-se com o facto de esta molécula ser muito hidrofébica e
apresentar muito baixa solubilidade em &gua (1,069x10* g/L) 3, o que provoca elevada
acumulacdo deste composto na pele, podendo causar fotossensibilidade prolongada no
individuo. Para além disto, a Pp 1X tem um amplo nucleo hidrofébico e duas cadeias laterais
hidrofilicas que apresentam elevada tendéncia para formar ligagdes quimicas a nivel
intramolecular, nomeadamente entre o grupo -NH do nucleo e o grupo -COOH. Este
fendmeno é responsavel pela facil agregacdo em meio aquoso da molécula, o que provoca
decréscimo na eficiéncia da producdo de singleto de oxigénio e o reduz a eficicia do
tratamento 243132, Mais a frente serdo exploradas alternativas de direcionamento de farmaco,
através de veiculos que permitam melhorar o desempenho da molécula fotossensivel em

detrimento da sua administragdo na forma livre em solucao.
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2.4 Vantagens e limitacOes atuais da PDT

A terapia fotodindmica apresenta varias vantagens relativamente as terapias
convencionais para neoplasias. E um método minimamente invasivo que destrdi as células
alvo sem os riscos das cirurgias, danos severos ou complicacdes sistémicas . Os PSs sdo
tipicamente indcuos quando mantidos afastados da luz logo, o tratamento local do tumor
pode ser realizado seletivamente manipulando a fonte de luz para o alvo. Pode ser aplicada
repetidas vezes sem que as celulas tumorais ganhem resisténcia ou que limitacGes de dose
sejam excedidas (desvantagens associadas a radioterapia e quimioterapia) sendo que a
quimiorresisténcia e a radiorresisténcia ndo afetam o desempenho da PDT ©. Pode ainda ser
usada como terapia complementar em associagdo com a cirurgia, radioterapia ou
quimioterapia para irradiar as zonas circundantes do tumor extraido aumentando a
probabilidade de controlo de reincidéncia da doenca a longo prazo, na medida em que nao
interfere com estas modalidades de tratamento, ndo acrescenta riscos e ndo compromete a
sua funcdo. Estdo ainda a ser estudadas varias combinagdes de PDT com outros farmacos
anti-cancro convencionais com o intuito de encontrar efeitos sinergéticos >°. Apresenta ainda
excelentes resultados visuais, caraterizados por uma cicatrizagdo eficaz, sendo bastante
vantajosa em doentes com cancros de pele. Quando utilizada em tumores solidos internos,
ndo destrdi o tecido conjuntivo, o que conduz a fibrose minima ou inexistente, preservando

a integridade mecéanica e funcional de 6rgdos com cavidades (como por exemplo o estbmago)
3

Ao nivel da pratica clinica, a terapia fotodindmica pode ser extremamente eficaz
apenas com um Unico tratamento em casos de tumores solidos detetados em estagios
precoces. No entanto, em casos avangados, em que 0s tumores sdo normalmente maiores,
e/lou inoperaveis, a terapia fotodindmica tem sido usada como tratamento paliativo
permitindo aliviar sintomas, aumentar a esperanca de vida e melhorar a sua qualidade **. O
namero reduzido de sessdes requeridas combinado com o facto de muitos procedimentos
poderem ser realizados topicamente ou em ambulatério diminui ndo s6 os custos capitais
associados relativamente a outras técnicas como também o desconforto do doente 1. Neste

aspeto, o Unico efeito adverso relacionado com os efeitos da terapia fotodinamica prende-se
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com alguma sensacdo de desconforto durante a aplicagdo do tratamento e uma
fotossensibilizacdo da zona da pele que foi intervencionada pelo composto fotossensivel.

Paradoxalmente, o carater altamente localizado desta terapia constitui em si uma
desvantagem, visto que dificulta o tratamento de lesBes metastaticas, que sdo a causa mais
frequente de morte em doentes com cancro. Para além disto, algumas limitacdes da terapia
fotodindmica estdo associadas com o baixo poder de penetracdo da luz nos tecidos mais
profundos criando uma necessidade de desenvolver estratégias para aplicacéo eficiente de
luz a tumores internos ou volumosos 3.

Ao nivel do deseempenho dos PSs, algumas desvantagens dizem respeito ao facto de
certos compostos sofrerem fotobranqueamento e apresentarem sensibilidade no escuro (dark
toxicity) que, ainda que residual, pode influenciar negativamente a performance da terapia.
A fraca estabilidade dos compostos pode também causar impacto negativo no desempenho
da terapia 1. Um outro aspeto, ja anteriormente referido, é o facto dos agentes fotossensiveis
atuais serem altamente hidrofdbicos, ndo sendo particularmente favoraveis para formulagoes
terapéuticas aceitaveis para administracao parenteral. Para além disso, a sua hidrofobicidade
provoca agregagao em meios aquosos, tais como o sangue, 0 que provoca alteragdo das
propriedades fisicas do PS (por pontes de hidrogénio, interacGes eletrostaticas, forcas de Van
der Waals, interac@es hidrofébicas e interacdes ndo covalentes entre 0s anéis aromaticos —
ligacdo m, que se estabelecem entre as moléculas de PS). Estas alteragdes provocam o
decréscimo do rendimento de producdo de ROS pois pode alterar a forma do espectro
eletronico da porfirina, deslocando 0 Amax de absorcdo. Consequentemente, a pesquisa
cientifica tem-se focado no desenvolvimento de sistemas de protecdo e transporte, tais como
0 uso de lipossomas, micelas, nanoesferas e nanocapsulas de forma a combater assim a baixa
biodisponibilidade e agregaco dos PSs convencionais -2,

Outros fatores, tais como baixos coeficientes de excrecdo do composto fotossensivel
e absorcéo a comprimentos de onda relativamente baixos atuam como limitantes da eficiéncia
da terapia fotodinamica no tratamento clinico do cancro 3. A disponibilidade de oxigénio
molecular no tumor é outra condicionante a ter em conta e para a qual se devem encontrar
solucBes que permitam modelar e mitigar as condicGes de hipdxia.

Como forma de contornar estas condicionantes e otimizar a eficacia da PDT, os

investigadores estdo focados em desenvolver estratégias com vista ao aprimoramento da
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eficacia da terapia fotodindmica, mais concretamente na melhoria das propriedades dos
agentes fotossensiveis através da sua incorporacdo em veiculos adequados, melhorando a sua
estabilidade e solubilidade em agua *. Associada & inclusdo dos PSs em veiculos ha ainda
muitos esfor¢os centrados na funcionalizacdo dessas particulas, tendo em vista a melhoria da
sua seletividade e eficacia de biodistribuicdo. No que toca ao melhoramento da perfusdo do
oxigénio, uma solugdo pode consistir na inclusdo de liquidos com elevadas capacidades para
absorver, reter e libertar oxigénio.

E ainda objetivo proximo a expansdo do espetro de utilizacbes da terapia
fotodindmica para tratamento de outras patologias, como a artrite reumatoide, psoriase,

verrugas e infecdes virais ou microbianas 1.
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3 Nanosistemas para PDT

Face as limitacOes ja identificadas referentes a PDT: probabilidade de agregacdo do
composto fotossensivel, rapida degradacdo e por vezes irreversivel do mesmo em meio
aquoso, baixo tempo de meia vida, riscos de fotobranqueamento (destrui¢do fotoquimica do
fluoroforo), problemas de seletividade do composto e hipdxia na zona de tratamento %, o
principal desafio prende-se com o desenvolvimento de veiculos seguros, estaveis e
especificos para administracdo sistémica do PS. Com o objetivo de contornar as
condicionantes acima citadas, a nanotecnologia tem contribuido com o desenvolvimento de
nanossistemas biocompativeis (organicos ou inorganicos) para transporte de PSs, de entre 0s
quais se destacam as micelas, os lipossomas, as nanoesferas e as nanocapsulas, entre outras
nanoparticulas, que constituem as alternativas mais vastamente exploradas (Figura 6) 2%,
Tipicamente, as nanoparticulas sdo definidas como particulas submicroscépicas cujo
didametro varia entre 1 e 100 nm. Sdo manufaturadas a partir de materiais naturais ou
sintéticos e podem ser projetadas para carregar multiplos agentes terapéuticos, de diagndstico
ou terandsticos. Geralmente as nanoparticulas sdo categorizaveis em ativas ou passivas

dependendo da presenca ou ndo de moléculas funcionalizadoras na sua superficie 7.

PS Micela Lipossoma Nanoesfera Nanocapsula

Figura 6 Representacdo esquematica de alguns veiculos de administragdo de farmacos frequentemente usados em

formulagdes para PDT. Adaptado da referéncia 38.

Os sistemas de administracdo indicados na figura acima estdo a ser usados para
formulacdo de veiculos que oferecem numerosas vantagens relativamente as formulagoes
convencionais j& aprovadas para PDT, protegendo contra a degradacdo prematura do PS,
aumentando a solubilidade do composto e o seu tempo de circulagdo na corrente sanguinea,
melhorando a penetragdo intracelular e o direcionamento especifico para células e tecidos de

interesse tomando partido do ja anteriormente citado efeito de EPR , que ocorre nos tecidos
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neoplasicos *°. Apresentam uma razdo superficie/volume elevada o que significa que para
garantir que o maximo de PS ¢é direcionado as celulas eficazmente é importante o controlo
das propriedades da superficie das particulas. Para minimizar o reconhecimento das mesmas
por macrofagos, o modulo da carga a superficie ndo deve ser demasiado elevada (ndo deve
ser muito superior a £30 mV). Para além disso, particulas com uma carga superficial
ligeiramente positiva ou negativa tendem a ver minimizadas as suas intera¢fes particula-
particula o que € vantajoso, na medida em que previne agregacdo *. A sua superficie pode
ainda ser modificada com grupos funcionais ou sinalizadores, alterando as suas propriedades
bioldgicas ou fisicas e melhorando a sua biodistribuicdo, farmacocinética, tempo de
circulagdo e uptake celular °. Adicionalmente estes sistemas podem ser projetados como
plataformas multifuncionais incorporando multiplos componentes, de entre 0s quais agentes
para imagiologia, farmacos quimioterapéuticos, ligandos direcionadores e agentes de
camuflagem (previnem interferéncia do sistema imunitario com as nanoparticulas) %

Neste sentido, a utilizacdo de nanossistemas permite aumentar a eficacia do
tratamento, reduzindo o nimero de administracfes, melhorando o conforto para o doente e

uma reducao de custos do mesmo *¢.

3.1Tipos de sistemas
3.1.1 Micelas

Emulsbes aquosas sdo sistemas dispersos, constituidos por duas fases liquidas
imisciveis (0leo em &gua), onde a fase dleo e dispersa na fase aquosa (continua). Por forma
a promover a formacao das emulsdes e as estabilizar, sdéo normalmente usados surfatantes,
que sdo moléculas anfifilicas que minimizam a energia requerida para formacao da emulsao,
através da reducdo da tensdo na interface dgua-6leo. Para que haja formacgdo de micelas €
necessario que os surfatantes e co-surfatantes (podem ser usados ou ndo dependendo das
carateristicas pretendidas na emulsdo) sejam adicionados & mistura em concentracoes
superiores a sua CMC (concentracdo micelar critica), que corresponde a concentragdo de
surfatantes a partir da qual a tensdo superficial da solucdo deixa de variar, permanecendo
constante. Apos definir a CMC, a emulsdo pode ser obtida através da aplicacédo energia sob

a forma de utrassons a mistura de fases. Os segmentos hidrofébicos exibem baixa
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compatibilidade com a fase aquosa e organizam-se rapidamente de forma a criarem um
nacleo onde sdo incorporados os compostos hidrofobicos (fase dispersa), enquanto a camada
externa é formada pelos segmentos hidrofilicos que mantém uma interface estavel entre o
compartimento hidrofébico e o ambiente aquoso (fase continua), permitindo assim a
solubilizago do PS hidrofébico 5,

De entre os PSs mais usados em emulsdes para PDT destacam-se a hematoporfirina
(HP), a mono aminoporfirina (APP), a meta-tetra-hidroxi-fenil porfirina (m-THPP), a
protoporfirina 1X (Pp IX) e o acido aminolevulinico (ALA-5) %41, Para dissolver estes
compostos usam-se normalmente solventes hidrofébicos dos quais sdo exemplos 6leos
minerais ou organicos como o Cremoforo-EL (CrEL), solventes organicos (etanol,
polietilenoglicol,  glicerol, DMSO, DMF), perfluoroalcanos (perfluorohexano,
perfluorodecalina). Podem também ser usados sistemas de surfatantes, que podem ser
anfotéricos (gelatina ou lecitina), surfatantes idnicos (palmitato de sddio), ou surfatantes nao-
i6nicos (mais frequentemente usados) como o polisorbato 80 (Tween 80), o polisorbato 20
(Tween 20), perfluorosilanos, ou o cremdforo EL (CrEL), entre outros #2. Nas nanoparticulas
poliméricas sdo usados polimeros como o poli(etilenoglicol) (PEG), o poli(acido lactico)
(PLA), o poli(acido glicolico) (PGA), o poli(acido lacticoglicolico) (PLGA), a
poli(caprolactona) (PCL), entre outros 2°434 Muitos PSs de segunda geracdo foram ja
testados em combinagdo com nanoparticulas poliméricas, especialmente de PLGA que ja foi
aprovado para uso em humanos pela FDA. Com o objetivo de escaparem aos macréfagos do
sistema fagocitico mononuclear muitas nanoparticulas sdo adicionalmente modificadas com
PEG ou 6xido polietileno (PEO) que Ihes conferem propriedades de “omissdo”. Assim,
particulas com diametros superiores a 100 nm, modificadas com PEG possuem meias vidas
muito mais longas na circulagdo sanguinea °.

Gracas a sua simplicidade de preparacéo e facilidade de incorporacdo de compostos
sem alteracdo das suas carateristicas, as emulsdes tém sido muito usadas para PDT. As
micelas tém geralmente didmetros inferiores a 100 nm, o que significa que beneficiam do
efeito de EPR, possuindo assim longos tempos de circulagédo no sangue e boa seletividade
tumoral, prevenindo assim a biodistribuicdo desfavoravel do PS hidrofébico e consequente
reducdo dos efeitos adversos como fotossensibilidade cutanea (ja que o PS é direcionado para

o tumor, ndo permanecendo em outras zonas do corpo suscetiveis a irradiacdo) °.
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Em seguida enunciam-se alguns exemplos de emulsdes para PDT identificados na
literatura. Em 1988, Mogan et al. utilizaram uma emuls&o de CrEL para administracdo de
purpurina hidrofobica em ratos previamente implantados com um tumor urotelial. O PS
utilizado foi a di-hematoporfirina (di-HP), que foi dissolvida no CrEL. Estudos efetuados
apos irradiacdo dos tumores provaram que a PDT induziu a cura da massa cancerigena. Para
efeitos comparativos foi também estudada por Morgan et al. uma formulag&o de lipossomas
de DPPC (dipalmitoilfosfatidilcolina) para desencadear a PDT, tendo-se concluido que tanto
a emulsdo como a formulacéo lipossomal eram eficientes para curar 0s tumores mas, que a
emulséo de CrEL implicava a utilizacdo de menor concentracdo de PS e ndo causava
fototoxicidade nos tecidos adjacentes ao tumor quando irradiados ap0s 24 horas, ao passo
que, utilizando a formulagéo de lipossomas foi registada alguma fototoxicidade #°.

Lowe et al. (1992) utilizou uma emulsdo de perfluorodecalina (PFD) associada a um
PS (m-THPP) para realizar PDT. Ap6s administracdo da emulséo o efeito terapéutico da m-
THPP foi ativado através irradiacdo com um laser de 648 nm, tendo-se verificado que a
utilizacdo da emulsdo de PFD permitiu reduzir a inflamagcdo aguda que se verifica
normalmente nos tecidos adjacentes a terapia °.

Mais recentemente, Li et al. (2007) reportou uma formulacdo micelar de PEG-PCL
em polietilenoglicol onde se incorporou Pp IX. As micelas demonstraram uma eficiéncia de
carregamento de Pp 1X de 82,4% e uma estreita gama de polidispersdo de diametro micelar,
cuja média foi de 52 nm. Em comparacdo com a utilizacdo do farmaco (Pp IX) na sua forma
livre, a inclusédo do mesmo em micelas aumentou a acumulacao intracelular total do agente
e por conseguinte, melhorou a fototoxicidade da Pp IX. Consequentemente, a incluséo de Pp
IX em micelas tem o potencial de permitir o efeito de terapia fotodinamica desejado,
rentabilizando a quantidade de farmaco usado e reduzindo a dose de luz radiante aplicada ao
doente 7.

Gong et al. (2014) utilizaram um sistema nanomicelar onde se conjugou clorina e6
(Ce6) com um polimero anfifilico (C18PMH) e cadeias de PEG sendo que esse composto
(C18PMHPEG-Ce6) foi usado para encapsular um PS analogo a indocianina verde (ICG),
tendo por objetivo combinar terapia fotodinamica com técnicas de imagiologia ja que, para

além de ser um agente fluorescente de contraste, a Ce6 captura gadolinio II, permitindo
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estender a sua aplicacdo para ressonancia magnética. A sua administracdo intravenosa in vivo
demonstrou efeitos de inibicdo do crescimento tumoral ap6s apenas 12 horas 8.

Neste trabalho foi formulada uma emulsé&o recorrendo a surfatantes e co-surfatantes
para obter uma emulsdo aquosa de um liquido iénico (LI) hidrofébico. Esse LI foi utilizado
para dissolver o composto fotossensivel Pp IX. Apesar de na literatura ndo se encontrarem
exemplos da utilizacdo de liquidos ionicos para casos especificos de terapia fotodinamica
estes sdo muito utilizados em micro e submicro emulsdes para aplicacdes médicas, ja que
possuem pontos de fusao abaixo dos 100 °C, ndo sao volateis e sdo excelentes solubilizadores
de farmacos hidrofobicos “°. Um exemplo da utilizagio de um LI para formulagdo de uma
microemulsdo para administracdo de um farmaco para tratamento de cancro da pele foi
reportado por Goindi et al. (2014) em que o 1-butil-3-metilimidazolio brometo (BMIMBFr)
foi usado para dissolver um farmaco (5-fluorouracil, 5-FU) cuja capacidade de penetracdo na
pele é baixa. Com o objetivo de ultrapassar essa limitacdo, Goindi et al. prepararam uma
emuls&o recorrendo aos surfatantes Tween 20 e Tween 80, tendo-se registado uma permeacéo
in vivo quatro vezes superior a que se obteve para a mesma substancia em solucio aquosa *°.

As micelas sdo veiculos indiscutivelmente atrativos para aumentar a solubilidade dos
PSs, conduzindo a uma eficaz acumulacdo dos mesmos nas zonas alvo, mediada pelo efeito
de retencéo e permeabilidade. No entanto, as emulsdes (sistemas micelares) usam surfatantes
de baixo peso molecular (como o Tween 80 ou o cremoforo-EL) que despoletam reacdes de
hipersensibilidade aguda (anafilaticas) in vivo %°. Existem também algumas evidéncias que
relacionam a utilizacdo de compostos fotossensiveis em micelas com um risco de efeito de
fotossensibilidade cutanea, o que pode danificar células endoteliais e/ou células de vasos

sanguineos vizinhos ©.

3.1.2 Lipossomas

Os lipossomas sdo vesiculas compostas por uma bicamada de fosfolipidos, em que as
cabecas polares se encontram em contato com o0 meio externo (aquoso) e as caudas apolares
se posicionam entre as duas camadas formadas pelas cabecas. Gragas a sua arquitetura
estrutural simples, de dimensdes controlaveis e procedimento de preparagdo conveniente,

tém sido desenvolvidos muitos esfor¢os de pesquisa com o objetivo de integrar PSs na sua
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estrutura . Os lipossomas possuem a carateristica inica de possibilitarem a incorporagdo de
agentes hidrofilicos no seu ndcleo aquoso e agentes hidrofobicos na bicamadada hidrofébica
adjacente, o que Ihes confere versatilidade e os torna excelentes veiculos terapéuticos 2.
Existem diversos métodos que permitem a obtencdo de lipossomas e, simultaneamente o
controle de carateristicas como o seu tamanho, sendo os ultrassons e o processamento por
extrusdo os mais utilizados atualmente *4. E de notar que a selecdo do método esta sempre
dependente das propriedades do PS selecionado, da dimensao final desejada e da aplicacéo
pretendida 2°. PSs hidrofébicos, tais como porfirinas e derivados de ftalocianinas, podem ser
dissolvidos na regido da bicamada fosfolipidica. Opostamente, as moléculas sollveis em
agua, tais como o pro-farmaco &cido aminolevulinico (5-ALA), podem ser encapsuladas no
nucleo interno do lipossoma . Adicionalmente, a membrana lipossomal providencia locais
suficientes para conjugacao de mdltiplos ligandos funcionais, como por exemplo lipossomas
de longa duragdo modificados com poli(etilenoglicol) (PEG) 1, anticorpos °2, péptidos >,
acido fdlico (FA) > ou glicoproteinas *°. Estas modificacdes tém como objetivo melhorar as
carateristicas farmacocinéticas de biodistribuicdo dos lipossomas, bem como aumentar a sua
eficicia terapéutica.

Estudos efetuados por Richter et al. (1993) em ratos portadores de rabdomiossarcoma
(tumor muscular) demonstraram que a concentracdo méaxima de acumulagdo de farmaco
(monoécido derivado de benzoporfirina — BPD-MA) no tumor atraves de uma formulacdo de
lipossomas (DPPC) foi obtida 15 minutos apds a injecdo ao passo que a concentracdo maxima
desse mesmo farmaco, administrado numa formulacdo aquosa, foi obtida apenas ap6s 3
horas. Sob iluminacdo, a formulacdo lipossomal exibiu eficacia terapéutica
significativamente superior & formulagio aquosa >¢°7.

No ano 2000, uma formulacdo lipossomal de agente fotossensivel, o Visudine, foi
clinicamente aprovada para tratamento de doentes com degeneracdo macular. A formulagédo
lipossomal era composta por DMPC zwiterionico, fosfolipido (fosfatidilcolina, EPG) e um
PS hidrofébico de segunda geracdo, derivado da Pp IX (a benzoporfirina). A incorporagéo
do PS em lipossomas permitiu uma segregacdo mais rapida do farmaco pelo plasma,
garantindo a presenca de niveis mais elevados de PS nos tecidos tumurais 8.

Liang et al. (2011) sintetizaram um outro tipo de veiculo lipossomal multifuncional

funcionalizado através do método sol-gel. A estrutura obtida € semelhante a de um lipossoma
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mas tem como particularidade os lipidos da camada bi-lipidica serem conjugados com o
precursor de silica APTES (3-aminopropiltrietoxisilano) e com unidades de porfirina,
originando um lipossoma porfirinico multifuncional (cerassoma). Esta formulacdo permitiu
aumentar a carga eficaz de PS em 33.46% e verificou-se que a criacdo de uma ligacao
covalente entre as porfirinas e o cerassoma preveniu libertacdo do composto fotossensivel
durante a circulagéo sistémica, melhorando o desempenho da PDT *°.

Apesar das aplicagdes identificadas, os lipossomas revelam frequentemente
problemas relacionados com a sua estabilidade, podendo favorecer a agregacdao do composto
fotossensivel que incorporam (quer este esteja localizado no interior hidrofilicos, quer esteja
na bicamada hidrofdbica). S&o ainda facilmente reconhecidos e removidos da corrente
sanguinea por macrofagos, o que pode conduzir a um tempo de meia vida reduzido, o qual
muitas vezes € insuficiente para que ocorra uma acumulacéo celular que garanta a eficacia
do tratamento .

As suspensfes de nanoparticulas nanocapsulas e nanoesferas surgem como uma
alternativa viavel as micelas e lipossomas, uma vez que podem colmatar as desvantagens

associadas a estes nanossistemas ©.

3.1.3 Nanoesferas e nanocéapsulas

As nanoesferas sdo estruturas sélidas densas, nas quais as moléculas terapéuticas
podem ser dispersas no seu interior ou adsorvidas na sua superficie (ou na superficie dos seus
poros), de forma heterogénea ou homogénea . Podem ser de carater organico (constituidas
a base de polimeros), inorganico (ex.: silica), ou composito. A facilidade de manipulacéao e
modificacdo das suas superficies promovem a sua utilizacdo para aplicacdes terapéutica, de
diagnostico ou teranostica (imagem diagnostica e tratamento). Um exemplo foi explorado
por Lee et al. (2012), em que se sintetizaram nanoparticulas poliméricas de PLGA
modidificadas na superficie com poli(etileno glicol)metoxilado (mPEG) e clorina e6 (Ce6)
(como PS). O mPEG foi conjugado com o intuito de aumentar a estabilidade das nanoesferas
em suspensao e a Ce6 foi conjugada para permitir a obtencdo de imagens de fluorescéncia
induzidas por irradiacdo in vivo e a realizacdo simultanea de PDT, ja que o Ce6 é um
composto fotossensivel que absorve e emite luminescéncia e gera ROS, na presenca de O>

%0, Gupta et al. (2011) estudaram uma nova abordagem para obtencdo de uma suspenséo de
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nanoesferas multifuncionais de poli(acrilamida) (PAA) para imagiologia e PDT. Esta
formulacdo continha o PS HPPH (3-(1-hexiloxietil)pirofeoforbido-a)) e cianina (composto
que absorve e emite no comprimento de onda da luz visivel, muito usado como marcador
fluorescente para imagiologia) , numa razdo que permitiu minimizar a transferéncia de
energia de ressonancia (FRET) entre as particulas. Esta suspensdo demonstrou elevada
qualidade para aplicagdo em imagiologia e PDT %,

Outros sistemas muito usados como veiculos de PSs sdo as nanoparticulas de silica
mesoporosa. A silica € um material ndo tdxico, biocompativel, reconhecido como seguro pela
FDA (Food and Drug Administration), tem baixos custos de producdo, é mecanicamente e
quimicamente estavel e é oticamente transparente. A sua superficie é rica em grupos
hidroxilo o que Ihe confere hidrofilicidade e estabilidade coloidal favoravel em meios
aquosos ®2. As nanoparticulas de silica mesoporosa (MSNs) apresentam um elevado volume
de poros, grande area superficial e tamanho uniforme de poros. Para além de altamente
porosas, sdo ainda inertes, tanto quimica como estruturalmente, ndo sendo suscetiveis a
intumescimento ou outro tipo de alteracGes quando expostas a meios com condi¢cdes mutaveis
de pH ¢, Estas particulas afirmam-se assim como candidatos ideais para suportar materiais
para fins biomédicos e terapéuticos, ja que combinam vérias vantagens da silica e das
nanoestruturas.

Um exemplo consiste no trabalho desenvolvido por Teng et al. (2013), em que se
desenvolveu um nanoveiculo para terapia fotodindmica constituido por MSNs carregadas
com Protoporfirina 1X, e conjugadas com fosfolipidos, &cido folico (fa) e fluoresceina. Este
nanosistema de carater multifuncional, para além da faceta terapéutica, apresenta um
potencial de diagnostico, gracas a conjugacdo de particulas de fluorescéncia sinalizadoras.
Os estudos realizados permitiram demonstrar que este sistema apresentava uma seletividade
aumentada pelas células tumorais, na medida em que estas expressam recetores de acido
folico de forma acrescida 3.

Por sua vez, as nanocapsulas sdo sistemas do tipo nucleo/involucro, ou seja, uma
capsula disposta ao redor de um nucleo (hidrofilico ou lipofilico), podendo o farmaco ser
dissolvido ou disperso no nucleo e/ou no préprio involucro. As nanocéapsulas ocas
apresentam baixa densidade e um comportamento favoravel em ambientes coloidais aquosos,

sendo por conseguinte muito usadas para incorporar materiais de interesse para fins

27



terapéuticos, melhorando a sua estabilidade 2. Polimeros biodegradaveis, tais como o
poli(acido glicélico) (PGA), poli(acido lactico (PLA), e o seu copolimero (PLGA) tém sido
muito utilizados no invélucro das nanocapsulas °2.

As dimensdes das nanocapsulas sdo facilmente controlaveis atraves da escolha dos
polimeros e dos processos de obtengdo adequados, sendo que estas sdo consideradas mais
vantajosas que as micelas e os lipossomas devido a sua elevada estabilidade, didmetro
reduzido e baixa dispersividade de tamanho, fatores que contribuem para que ocorra
direcionamento do farmaco as zonas malignas através do efeito de EPR (permeabilidade e
retencdo aumentada nos vasos sanguineos dos tumores), prevenindo simultaneamente o seu
reconhecimento por macréfagos e proteinas e aumentando o tempo de circulagdo na corrente
sanguinea . Substancias biologicamente ativas podem ser dissolvidas ou dispersas,
revestidas ou encapsuladas por uma matriz de carater organico ou inorganico, protegendo o
composto ativo das condicGes envolventes, tais como o pH, luz e processos induzidos por
enzimas %. Num trabalho recente, Kim et al (2014) desenvolveram uma técnica para
encapsular o composto fotossensivel Feoforbido-a (Ppa) dissolvido em DMSO
(dimetilsulféxido), conjugando-o com moléculas de m-PEG. A estrutura anfifilica
autoarranjou-se (self assembled) para formar nanoparticulas core/Shell em suspensdo aquosa
64.

As nanocapsulas podem também ser constituidas por material inorganico, como por
exemplo, a silica. No que diz respeito a formacdo do involucro (shell) de silica, um dos
métodos mais usados € a técnica de sol-gel, que envolve a hidrélise de um precursor de silica
(tipicamente um alcéxido), seguida pela policondensagdo dos grupos silanol 2. Invélucros
de silica preparados via sol-gel sdo de natureza amorfa e possuem poros cuja dimensdo se
estima que ronde a escala sub-nanométrica °°.

Gary-Bobo et al. (2012) usaram nanocapsulas de silica porosa funcionalizadas com
manose para terapia fotodindmica (PDT). Neste caso, o PS foi covalentemente encapsulado
dentro das MSNs de diametro hidrodindmico de 118 nm, tendo este estudo demonstrado que
uma Unica injecdo de farmaco era suficiente para induzir uma reducdo significativa do
tamanho do tumor aquando de irradiagdo proxima do infravermelho (NIR). A manose

promoveu uma internalizagdo mais eficaz das nanocapsulas no tecido tumoral 6. Tu et al.
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(2009) conjugou Protoporfirina IX (Pp 1X) em nanocapsulas se silica para o estudo da PDT
67

Na Tabela 4 encontram-se compilados alguns tipos de sistemas de administracdo de

compostos fotossensiveis usados atualmente, bem como o0 método de obtencéo eleito e alguns

elementos da formulagéo.

Tabela 4 Compilacédo de sistemas de direcionamento de farmaco para PDT.

Sistema Elementos da formulacao PS A e)E::]';?]gao Ref
Emulsdo 1 Diclorometano? Agua DI; ¥ CrEL Di-Hematoporfirina 590 45
Emulsdo ) PFD; 2 Agua DI; ® Tween 80 m-THPP 648 46

~ 1) Polietilenoglicol; 2 Agua DI; 4
Emulséo PEG-PCL Pp IX 405 47

D Tetrahidrofurano, ]
Emulsdo Dimetilformamida; 2 Agua DI; ¥ Pp IX 400 68
PEG, PLA
Suspensio ) DMSO; 2 Agua DI; 4 BPD-MA (monoécido
I oFs)somaI Dimiristoilfosfatidilcolina, derivado da 690 57
P fosfatidilglicerol benzoporfirina)
ﬁ;f)rs)segri]ﬁ)l 1) DMPC; 2 Agua DI; ¥ Derivado da Pp IX 630 58
(Visudine) Fosfatidilglicerol (EPG) (Benzoporfirina)
Suspensao de 1) CHCIs; 2 Agua DI; ¥ DMAP; 9 i
cerassomas APTES PpIX 400-700 59
Suspens&o de 1) DMSO; 2 Agua DI; ¥ CrEL; 4 ) ]
polimerossomas Pluronico123 (PEG-PPG-PEG) Redaporfina 700-800 69
3 1) 2) A )
Suspenséo de DMSO Agua DI; ¥ PLGA e clorina e6 570 60
nanoesferas mPEG
Suspenséo de " HPPH [3-(1-
P 2 Agua; ¥ Poli(acrilamida), cianina  hexiloxietil)pirofeoforbid 532 61
nanoesferas 0-a]
1) DMSO, DCC i
Suspenséo de (dicilohexilcarbodiimida); 2 Agua DI, PD IX 355 63
nanoesferas de silica % APTES, TEOS; ® Acido Foélico (fa); P
7 fluoresceina
Suspensdo de 2 Agua DI; ¥ m-PEG feoforbido a 683 64
nanocapsulas .
N D' DMSO; 2 Agua DI; 3 CTAB
Suspenséo de (brometo de
nanocépsulas Fluoresceina 650 66

revestidas a silica

hexadeciltrimetilamonia); ® TEOS; ®
Manose

Nota: 1) Solvente do PS; 2) Meio Continuo; 3) Surfatante(s); 4) Fosfolipido(s); 5) Precursor(es) de silica; 6)
Modificador(es) covalente(s); 7) Agente de contraste

Assim, tendo por base o estudo da literatura descrito e a informacéo previamente
recolhida por outros alunos do grupo GSP (Green and Sustainable Processes) da

Universidade de Coimbra, neste trabalho procurou-se desenvolver uma nova formulagéo para
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obtencdo de micro/nano cépsulas de silica porosa através do método sol-gel, contendo
liquidos com capacidade para dissolver PS e quantidades aprecidveis de oxigénio molecular.

3.1.4 Uso de liquidos com elevada capacidade para absorver, reter e libertar oxigénio

Para promover o tratamento, maximizar a sua eficiéncia e economizar a quantidade
de PS usado ha uma necessidade inerente de aumentar a concentragao de oxigénio nas zonas
a tratar pela PDT. Tendo em conta esse objetivo, propde-se a solubiliza¢do do PS em liquidos
que apresentem elevadas capacidades para absorver, reter e libertar oxigénio como é o caso
dos perfluorcarbonos ou perfluoroalcanos (PFCs) e dos liquidos i6nicos (LIs) 7%,

Os PFCs sdo compostos organicos que contém apenas carbono e fluor na formula
CxFy. Séo incolores, possuem densidade elevada e tém muito baixa solubilidade em agua
sendo muito frequentemente usados em emulsdes aquosas para varias aplicacdes médicas, ja
que sdo biologicamente inertes. Possuem ainda a particularidade de terem elevada capacidade
de dissolucdo de oxigénio (~40-50 vol%), em comparacdo com a da agua que é de apenas
2,5vol% ">, Ja a sua capacidade de dissolver dioxido de carbono € muito superior, situando-
se entre 0s 140 a 240 vol% .

Dentro das suas aplicacOes, destacam-se as suas potencialidades na area da medicina.
Um dos ramos de investigacdo foca-se atualmente no desenvolvimento de substitutos
sanguineos que possam servir de alternativa segura as transfusdes de sangue. Neste caso,
propbe-se que uma emulsdo de PFCs possa tirar vantagem da sua elevada capacidade de
dissolucdo de gases respiratorios e servir como um transportador artificial de oxigénio seguro
e ndo toxico 4. Uma outra aplicacéo consiste no seu uso na PDT, onde os PFCs sdo ja usados
com a dupla finalidade de dissolverem o PS e otimizarem a perfusdo de oxigénio nas zonas
atratar *°. Gracas a sua elevada capacidade de dissolver oxigénio, os PFCs conseguem conter
uma maior quantidade de oxigénio que a que estd presente na matriz tumoral a uma
determinada pressdo parcial de oxigénio. Desta forma, embora o oxigénio na zona do tumor
esteja limitado durante a aplicacdo da PDT, os veiculos de administracdo a base de PFCs
conseguem manter concentragdes de oxigénio suficientes para serem consumidas pelo PS
dissolvido, conduzindo assim a uma formacgao sustentada de ROS e tratamento mais eficaz.

Esta otimizacdo € possivel, independentemente de pré existéncia de hipoxia no tumor ou de
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danos vasculares na matriz . Para além disso, tem sido reportado que o tempo de meia vida
do 1O, nos PFCs é muito mais longo do que no ambiente celular ou na agua, o que resulta
num efeito fotodindmico mais duradouro 6.

Por sua vez, os LIs sdo constituidos por sais idnicos, mais especificamente, por um
catido organico (do tipo imidazdlio, piridinio, pirrolidinio, fosfonio ou amoénio) e um anido
inorganico (do tipo tetrafluoroborato, hexafluorofosfate, cloreto) ou orgénico (do tipo
trifluorometilsulfonato ou bis[(trifluorometil)sulfonil]imida’’"8. Estes compostos tém a
particularidade de estarem no estado liquido a temperaturas inferiores a 100 °C, e podem ser
soluveis ou insoluveis em &gua, dependendo da hidrofobicidade dos ifes que os constituem
. A maior parte dos LlIs ja é liquida a temperaturas iguais ou abaixo da ambiente, integrando
0 grupo dos RTILs (do inglés Room Temperature lonic Liquids). Gracas a estas
carateristicas, sdo substitutos potenciais para muitos solventes organicos, e sdo ja muito
usados para separagdo de gases, tais como didxido de carbono, oxigénio, etileno, propileno,
butano, metano e azoto, ja que conseguem dissolver quantidades assinalaveis destes gases.
Podem ainda ser usados como meios de reacdo para varios tipos de reacdes ou processos
eletroquimicos °.

A boa estabilidade térmica e pressdo de vapor quase nula que os caracterizam,
contribuem ainda para a sua aplicabilidade em processos onde seriam expostos a elevadas
temperaturas, como é o caso da separa¢do do CO> de outros gases de queima na indudstria
petroquimica "8, Uma outra caracteristica bastante vantajosa e que destaca estes compostos
de outros, é a possibilidade em ajustar algumas das suas propriedades (viscosidade,
hidrofobicidade, ou solubilidade noutros materiais) através da manipulacéo dos iGes e contra
iBes que os constituem.

No que toca as aplicacbes médicas, destaca-se a utilizacdo recente de LIs como
farmacos anticancro, pois a sua versatilidade e capacidade de modificacdo confere-lhes
seletividade e possuem também atividade elevada contra vérias linhas celulares malignas.
Foram ja também usados como fase 6leo em formulacdes de farmacos &. Apesar de ainda
ndo estarem a ser usados para aplicacdes especificas em PDT, as suas potencialidades como
componentes para esta terapia sdo notorias, pois podem combinar a capacidade de dissolucéo
de agentes ativos (hidrofobicos ou hidrofilicos), com uma elevada eficacia de dissolugéo de

gases, neste caso do oxigénio molecular. Na Tabela 5 podem ser consultados os valores
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experimentais da solubilidade e difusibilidade do Oz em diversos Lls. Os valores foram
obtidos pelo método de eletroreducdo 887, Apesar da sua atratividade, algumas limitagGes
dos LIs prendem-se com a sua citoxicidade, exibindo uma tendéncia para serem incorporados
nas bicamadas fosfolipidicas de membranas biologicas, podendo alterar as suas propriedades

fisicas.

Tabela 5 Solubilidade (mM) e difusibilidade (10-6 cm?s) de O2 em diversos LIs e na PFD.

Solubilidade Difusividade

LI (M) (10 s TOC Ref
[EMIM][BF4] — 1-etil-3-metilimidazolio tetrafluoroborato 1,1+£0,2 17+2 25 81
[PMIM][PF4] — 1-pentil-3-metilimidazolio tetrafluoroborato 0,97 £ 0,05 13+£2 25 81
[BMIM][BF4] — 1-butil-3-metilimidazolio tetrafluoroborato 1,1+0,1 12+1 25 81
[BMP][NTf] — butilmetilpirrolidinio bis(trifluorometilsulfonil)imida 13,6+0,8 1,8+0,2 25 81
[HMP][NTE] - 145 25 25 82

N-hexil-N-metil-pirrolidinio bis(trifluorometilsulfonil)imida

[EMIM][NTf] —

1-¢til-3-metilimidazolio bis(trifluorometilsulfonil)imida 3.9 73 20 83
fxtliﬂ:;tfﬁ]i;mdazono bis(trifluorometanosulfonil)imida 31 8,76 25 84
[EEAUI:?II-I\Z/!]S[-ZI;:?tiIimidaZOIio bis(trifluorometanosulfonil)imida 36 51 25 84
[BMIM][PFs] — 1-butil-3-metilimidazolio hexafluorofosfato 3,0 25 25 84
E\T—Fr):e]t[i:\-lxgr;piIpiperidinio bis(trifluorometilsulfonil)imida 46 3,0 25 8
E\T—I:rtle(t)ilz}l[\ll\-l;]z]pﬁpiperidinio bis(trifluorometilsulfonil)imida 44 50 25 8
[Nl?lifll\gi]tgtlsfie;iI-N-(2-metoxieti|)amoni0 44 51 25 8
[Np-lgl[t’i\:-Tr\?-]m;ti|piperidinio bis(trifluorometilsulfonil)imida 848009 1822002 25 86
thjtli‘:]-[l’tln-zzzt]ﬂ;zepanio bis(trifluorometilsulfonil)imida 798020 1,50 £0,04 25 86
t[:(;l’zzi](t[é\tl;glc_il)fosfénio bis(trifluorometilsulfonil)amida * 6,0£05 75206 35 87
t[EEZi;r(]tETSZl;I)fosfénio tris(pentafluoroetil)trifluorofosfato 78£15 61+11 35 87
C1oF1s- Perfluorodecalina 40 (vol %) - 25 73

* Liquido i6nico usado neste trabalho. Para além da boa capacidade para dissolver oxigénio é muito hidrofdébico
(méaxima capacidade de absorcéo de agua de 0,7%) "°. Apesar deste liquido idnico apresentar alguma atividade
oxidante na presenca de oxigénio, quando comparado com outros liquidos idnicos de carateristicas semelhantes
0 € aquele que apresenta menor reatividade .
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4 Materiais e métodos

Nesta sec¢do serdo descritos todos os passos que levaram ao desenvolvimento da nova
formulacdo para obtencdo de micro/nano capsulas para uso na PDT aplicada ao tratamento
do cancro, apresentando-se de seguida todos os materiais, bem como os métodos de sintese,

processamento e caraterizacdo que foram utilizados.

4.1 Materiais

A Protoporfirina IX (Pp IX, >95%), o tetraetilortosilicato (TEOS, 99%), o hidroxido
de sodio (NaOH, > 99.99%), a Perfluorodecalina (PFD, 95%), o 2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH, 95%) e a silica mesoestruturada, MCM-41 (hexagonal), foram
adquiridos a Sigma Aldrich. O 1,3-difenilisobenzofuran (DPBF > 95%) foi adquirido & TCI
Co., Ltd.

O trihexal(tetradecil)fosfonio bis(trifluorometilsulfonil)amida (CYPHOS IL 109 ®,
[Ps,6.6,14][NTF2], 98,6%) foi adquirido a Cytec. O &cido cloridrico (HCI, 37%) e o etanol p.a
(>99,8%) foram fornecidos pela Panreac Quimica. As membranas de dialise semipermeaveis
(12-14 KD MWCO, Spectra/Por 4 ®) usadas tinham dimensdes de 45 mm de largura por 29
mm de didmetro e foram adquiridas a Spectrum Labs.

Como fontes de irradiagdo usaram-se dois lasers distintos, sendo o primeiro um laser
pulsado de 406 nm (IBH NanoLED7) que fornece uma energia de 20pJ por impulso. A sua
poténcia de pico (por impulso) é de 200 mW, tendo cada impulso uma duracéo de 100 ps.
Como se usou uma taxa de impulsos de 1 MHz a energia transferida durante um segundo foi
de 20 pJ e a poténcia média do mesmo é 20 uW. O outro laser, de 532 nm (PW00960), tem
emissdo continua e a voltagem a que se operou 0 mesmo foi de 5V, sendo a sua poténcia de
10,5 W.

Foram ainda utilizadas botijas de O (Praxair, 99,999%) e de N2 (Praxair, 99,998%)
para oxigenacao e desgaseificacdo, respetivamente.

Por motivos de propriedade industrial, certos produtos quimicos usados,
nomeadamente os surfatantes S1, S2, S3 e o sal organico, ndo podem ser divulgados neste

trabalho. Outros aspetos experimentas serdo igualmente omitidos.
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4.2  Métodos de preparacdo e processamento

A formulacdo foi desenvolvida, otimizada e caraterizada em trés fases fulcrais
esquematizadas na Figura 7.

Em primeiro lugar e com objetivo de desenvolver uma emulsdo estavel, foram
realizados testes para definicdo da composicéo de surfatantes da mesma, tendo-se estudado
duas formulagdes possiveis: [S1:52:S3] e [S1:S2:0]. A determinacdo da concentracdo
micelar critica das duas formulacdes testadas foi feita através de testes realizados numa
balanga de tens&o superficial. Ambas as composic¢des de surfatantes se revelaram adequadas
(com baixa concentracdo micelar critica e conduziram a resultados reprodutiveis). As
solubilidades da Pp IX em PFD e em [Peg614][NTF2] foram depois testadas. Nesta fase,
chegou-se a conclusédo que a solubilizacdo da Pp IX em PFD era muito baixa. Pelo contrério,
a Pp IX dissolveu-se completamente no [Pese14][NTT2] (até uma concentracédo de 0,5
mg/mL) em menos de 24 horas. Sendo assim, e sendo este 0 agente solubilizador mais
adequado para a obtencdo de capsulas contendo Pp IX, optou-se por utilizar o sistema
[Pe6,6,14][NTf2]+Pp IX emulsificado em dgua com uma mistura usando os surfatantes S1 e
S2.

ApOs determinar experimentalmente a cinética de formacdo e degradacdo das
emulsdes e a inclusdo do composto fotossensivel nas mesmas, seguiu-se para a segunda fase,
onde se prepararam micro/nanocapsulas através de um método sol-gel em meio aquoso.
Nesta etapa fulcral de trabalho foram otimizadas as condi¢des experimentais de obtencao,
processamento, lavagem e recuperacdo das nanocépsulas. O didmetro das particulas foi
determinado através do método de DLS (Dynamic Light Scatering).

A terceira e Ultima etapa deste trabalho consistiu na caraterizacdo fisico-quimica das
amostras obtidas. Foram utilizados métodos de microscopia (microscopia 6tica — MO,
microscopia de varrimento eletronico — SEM, microscopia de transmisséo eletronica— TEM),
e outros métodos como analise termogravimétrica (TGA), espetroscopia de infravermelhos
(FTIR) e espetroscopia de ultravioleta-visivel (UV-VIS). Foram ainda determinadas a
capacidade de absorcao e libertagdo de oxigénio para as emulsdes/capsulas preparadas, bem
como a avaliacao preliminar da capacidade oxidante e de producdo de ROS em capsulas com

e sem Pp IX (para diferentes condigdes de oxigenacao).
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- Estudo de dois sistemas de surfatantes (1) e (2);
(1)[81:82:33)
(2)[81:52:0]
- Determinagao da CMC dos sistemas estudados através da balanga de tensdo
superficial;
- Combinagdes de surfatantes com meio dispersc de emulsao a testar:
(1)[51:52:53] + PFD
(2)[81:52:01 + LI
- Definigdo das condigdes ideiais de emulsificagdo (razdo surfatantes/meio disperso,
tempo e temperatura de sonicacdo);
- Estudos de cinética de formacéo e degradagdo das emulsdes através de DLS.

v

- Determinagdo da solubilidade do composto fotossensivel no agente solubilizador
imeio disperso da emulsdo) para concentragdo de 0,5 mg/mL:

¥

1) Emulsdes

-1) PFD + PplX - ndo se atingiu solubilizacdo eficaz no periodo de =168 horas;

-2) LI + PplX - Solubilizac8o répida & adequada em = 24 horas.

¥

Sistema eleito:
Ll + PpIX/[$1:52:0 ]
2) Micro/Nanocdpsulas pelo - Determinagéo das condigfes experimentais da reacio;
método sol-gel em meio (raziio LITEOQS, tempo de hidrolise dos percursores de silica, pH de hidrolise e

aguoso condensacao, temperatura e tempo de reacdo)

- Determinagao das condigdes de processamento e lavagem;
(centrifugacio e remocao de material sobrenadante, dislize)

- Determinacao das condigbes de recuperagdo e armazenamento.
(centrifugacio e remocio de material sobrenadante, reservar no frigorifico)

v - Determinagao do didgmetro hidrodinamico e do potencial zeta das particulas através
de DLS;

- Determinagao da morfologia das particulas através de MO, SEM e TEM;
- Analise do rendimento da reagdc através de secagem em estufa e TGA;
- Determinacao da concentragdo de LI presente nas suspensdes de capsulas obtidas

3) Caraterizacdo das

- através de TGA;
capsulas obtidas

- Quantificagao da percentagem de silica das capsulas;

- Determinacgao do material 4 superficie das capsulas através de FTIR;

- Quantificacdo da eficiéncia de difusdo do oxigénio na emulsdo e para o interior e
exterior das cdpsulas.

- Quantificagdo da produgdo de ROS em capsulas com e sem Pp IX para diferentes
condigdes de oxigenagdo.

Figura 7 Representacdo esquematica dos procedimentos efetuados.

4.2.1 Concentracdo micelar critica (CMC) para dois sistemas de surfatantes distintos

A CMC foi calculada através do método do anel de du Notly, na balanca de tenséo
superficial (Sigma70, KSV Instruments). Para este trabalho foram estudadas duas
composicdes relativas de surfatantes em solucdo aquosa: uma que incluia S3: (1) [S1:S2:S3]
e outra sem S3: (2) [S1:S2:0]. A CMC para o sistema 1 foi medida pela aluna de mestrado
do MIEQ Sylvia Sousa .
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Para cada um dos sistemas foram preparadas varias amostras em que a propor¢do
entre surfatantes foi mantida, mas a sua concentracao molar na solugéo foi progressivamente
diluida a partir de uma solucdo-mée mais concentrada. Foram assim preparadas amostras de
concentracdo variavel entre os 6 e 0,5 mM que permitiram obter uma curva representativa da
tensdo superficial em funcdo da concentragdo molar para um espetro alargado de
concentracgdes e, em funcgéo dos resultados obtidos, foram determinados os valores de CMC,
com base em diferentes metodologias descritas na literatura.

A calibracdo foi realizada com agua bi-destilada e as medidas de tensdo superficial
realizadas ao longo do tempo (entre 2 a 9 horas) até se atingir um valor estavel de tensdo
superficial (variacdo entre os 10 ultimos valores medidos inferior a £1%). Com o objetivo de
evitar ao maximo a presenca de impurezas que pudessem influenciar estas medicdes, toda a
agua bi-destilada utilizada na preparacdo das solucdes foi filtrada por um filtro de
poli/tetrafluoroetileno (PTFE, 0.45 pm).

No anexo B encontram-se os dados obtidos para varios sistemas de surfatantes
diferentes testados por elementos do grupo GSP (do inglés Green and Sustainable Processes)

da Universidade de Coimbra.

4.2.2 Cinética de formacao e de estabilidade das emulsbes

Foram criados dois tipos de emulsées O/W (oil-in-water) para estudo. Para o primeiro
tipo de emulséo foi preparada a solucéo aquosa de surfatantes (1), de composic¢do [S1:52:S3],
e onde o meio disperso foi a PFD. Para o segundo tipo de emulsdo a solucdo aquosa de
surfatantes foi a (2), de composicdo [S1:S2:0], e onde o meio disperso foi o LI
([Ps.6.,6,14][NTT2]).

As solugbes de surfatantes foram preparadas com as composi¢des descritas na
primeira linha da Tabela 6, a temperatura ambiente de 20-25 °C e com agitacao de 800 rpm.
Para garantir a completa dissolugdo dos surfatantes a solucdo foi deixada a agitar durante 24
horas. Em seguida, adicionou-se o meio disperso da emulsdo (LI) nas carateristicas
especificadas na Tabela 6 e, sem agitacdo adicional a mistura foi emulsificada atraves da
aplicacdo de ultrassons, sendo simultaneamente arrefecida através de um banho de gelo, por

forma a evitar o sobreaquecimento do sistema durante a sonicagé&o.
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Tabela 6 Especificagdes dos procedimentos realizados para emulsificagdo dos sistemas estudados e para estudo das
cinéticas de formacéo e de estabilidade das mesmas. (Nota: por motivos de propriedade industrial ndo sdo indicados os

valores precisos estudados).

(1) (PFD/[S1+S2+53])

) (LI/[S1+S2])

Concentragdo molar de
surfatantes (mM)

Valor entre 1 e 10

Valor entre 1 e 10

Razéo meio
disperso/surfatantes

(mol/mol)

Valor entre 2 e 50

Valor entre 2 e 50

Volume de meio continuo
adicionado pré-
emulsificacdo (mL)

Valor entre 0,1 e 2

Valor entre 0,1 e 2

Carateristicas da sonda de
ultra sons

. 500 W, 20 kHz, Sonics Vibra-
cell, sonda microtip (6.35 mm didmetro),
pulsada, amplitude 10-40%.

° 500 W, 20 kHz, Sonics Vibra-cell,
sonda microtip (6.35 mm didmetro), pulsada,
aplitude 10-40%;
. 750 W, 20 kHz, Sonics Vibra-cell,
sonda macrotip (12.7 mm didmetro), pulsada,
aplitude 10-40%.

Cinética de formacédo

e Andlise DLS de amostras
recolhidas de 5 em 5 minutos entre 0s 5 e
30 minutos de sonicacéo;

e Temperatura de cadmara 25 °C,
tempo de estabilizacdo de 60 segundos, 5
repeticbes por medigdo, modelo de analise:
GENERAL PURPOSE.

. Anélise DLS de amostras recolhidas
de 5 em 5 minutos entre 0s 5 e 30 minutos de
sonicacao;

. Temperatura de cémara 25 °C,
tempo de estabilizacdo de 60 segundos, 5
repeticdes por medicdo, modelo de andlise:
CONTIN.

Cinética de estabilidade

e  Anélise DLS ap06s 24 e 48 horas;

e Temperatura de cdmara 25 °C,
tempo de estabilizacdo de 60 segundos, 5
repetices por medigdo, modelo de analise:
GENERAL PURPOSE.

. Andlise DLS apds 24, 48 e 72 horas;
. Temperatura de cémara 25 °C,
tempo de estabilizacdo de 60 segundos, 5
repeticdes por medicdo, modelo de andlise:
CONTIN.

O tempo de exposic¢do aos ultrassons mais adequado para emulsificacdo completa da

emulsdo foi determinado através da realizacdo de estudos cinéticos respeitantes a formacéo

e degradacdo da emulsdo através da recolha e andlise de 6 amostras de 1,5 mL, com um

intervalo de 5 minutos de exposicdo aos ultrassons entre cada extracdo, ao longo de 30

minutos, tendo cada uma dessas aliquotas sido prontamente analisada através de DLS, ou

método de difusdo de luz dindmica (Zetasizer Nano Range, Malvern). A cinética de

estabilidade foi posteriormente estudada por analise das mesmas aliquotas no DLS apds 24

e 48 horas para o caso do sistema com PFD (1) e ap6s 24, 48 e 72 horas para o sistema com

LI (2). Este prolongamento na anélise do sistema (2) deve-se ao facto do LI ter um carater
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menos estavel que a PFD o que nos motivou a prolongar o seu estudo no tempo 8. A
distribuicdo de diametro verificou-se consistentemente unimodal, sendo que o indice de
polidispersividade (PDI) variou entre 0,1 e 0,3, permitindo que o algoritmo de anélise
selecionado no software Zetasizer fosse 0 General Purpose (adequado para amostras de baixa
PDI). Para o caso das micelas de LI, para se garantir que o seu comportamento era estavel ao
longo do tempo, a anélise da emulséo foi até 72 horas e, como o comportamento das micelas
era menos consistente em termos de didmetro hidrodinamico (dH), observando-se uma
variacdo de indice de PDI entre 0,3 e 0,6. Neste caso o algoritmo de analise utilizado foi o
Contin, mais adequado para amostras mais heterogéneas a nivel de dH, permitindo obter uma
representacdo mais segura dos resultados %1,

Ambos 0s modelos citados anteriormente sdo usados para analise de dispersdo do dH
das micelas e considerados métodos “conservadores” visto que traduzem o valor médio real
do dH das micelas medido pelo aparelho, tendo em conta o desvio padrdo associado durante
a medigéo 9%,

Para efeitos de analise comparativa, inicialmente os testes foram todos realizados para
as mesmas condicdes, recorrendo a sonda microtip. Apds se optar pela formulacdo LI /
[S1:S2:0] voltou-se a repetir esta anélise, exclusivamente para esta mistura, com a sonda de
ultrassons de maior didmetro e maior energia associada (macrotip), mantendo-se todas as
outras condicdes de emulsificacdo e analise. Quando se utilizou a macrotip, a PDI da emulsdo
passou a variar apenas entre 0,3 e 0,4 associando-se esta diminuicdo ao facto da sonda
conferir mais energia ao sistema, proporcionando uma emulsificacdo mais eficaz
(homogénea em menos tempo).

Por cada grupo de medicGes foram analisados os dados e eliminados 0s ensaios com
grandes erros. Para além disso, por cada medicdo, o software Zetasizer apresenta-nos dois
resultados distintos que provém de duas analises efetuadas pelo software: a andlise de
dispersdo (valor do pico medio) e a analise de cumulantes (valor de Z-average), sendo que
para este trabalho foram apenas considerados os provenientes da analise de disperséo pois
estes eram mais representativos da realidade da nossa amostra. No anexo C encontra-se
discriminado o método de selecdo de resultados utilizado bem como os resultados obtidos
pelos membros do grupo GSP para diferentes formulagfes de emulsdes através das duas

metodologias de analise do Zetasizer %%,
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4.2.3 Testes de solubilidade da Pp IX em PFD e em LI

Foram também realizados testes para averiguar qual dos sistemas melhor se adequava
para inclusdo do composto fotossensivel na emulsdo. Para isso uma quantidade conhecida de
Pp IX foi adicionada ao meio disperso (PFD ou LI) e sujeita a agitacdo durante algumas
horas. Para a concentracdo de 0,5 mg/mL a solubilizacdo da Pp 1X em LI verificou-se eficaz
e rapida (< 24 horas), sendo favoravel para a producgdo de cdpsulas. Contrariamente, a Pp 1X
ndo se dissolveu na PFD, ja que ao fim de 168 horas de agitacdo a fase solida permanecia
imiscivel na PFD (mesmo a baixas concentra¢fes). Concluiu-se assim que o sistema LI1+Pp
IX / [S1:S2:0] era o mais adequado para producdo de capsulas gracas a capacidade de

solubilizacdo do PS no LI.

4.2.4 Cépsulas de silica porosa usando o método sol-gel em meio aquoso

As nanocapsulas de silica porosa contendo LI e Pp IX (nc/Si-LI+Pp 1X) foram
preparadas atraveés de um método de sol-gel, por reacdes hidrolise e condensacdo ocorridas
entre o precursor de silica usado (TEOS). O procedimento efetuado encontra-se

esquematizado na Figura 8.

(';————T (:;—r

Inclusdo em Reagdes de Procedimentos

solugdo de hidrolise e de de lavagem e

surfatantes condensacio recuperacio

Centrigugagio klﬁ
% RemogZo do sobrenadante Dialise
Adic3o de agua DI
PpIX dissolvida Emulsificagdo Fomago das micro/nano
em LI do Li+PpIX capsulas pelo método sol-gel

Figura 8 Metodologia para obtengdo de nanocapsulas de silica porosa.

Tendo em conta as conclusdes obtidas nos pontos anteriores, referentes a mistura de
surfantantes selecionada, ao meio descontinuo a usar (LI) e ainda ao tempo de sonicacéo, o
sistema LI+Pp IX / [S1:S2:0] foi emulsificado nas condig¢des pré determinadas. Em seguida

procedeu-se a adi¢do controlada de um catalisador &cido (HCI, 0.5 M), até se atingir um valor
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de pH adequado. Simultaneamente, foi preparada uma solucdo de TEOS (de concentracdo
pré-estabelecida) que foi pré-hidrolisada em condi¢des &cidas. Deixou-se reagir ambos 0s
sistemas durante 50-60 minutos e, ap0s este tempo, esta solucdo aquosa foi adicionada a
emulsdo. Antes de se iniciar a reacdo de condensacdo foi adicionada uma determinada
quantidade de um sal orgénico que, para além de reduzir a velocidade da reacdo de
condensacdo, 0 que permite originar particulas mais uniformes, também ajuda a evitar a
agregacao das particulas formadas, ajudando ainda a estabilizar o potencial zeta da amostra
89,94_

Finalmente, foi ajustado o pH da reagdo (com NaOH, 0.5 M), até se obter um valor
pré-definido para promover a reacdo de condensacdo. A reacdo decorreu durante 168 horas
sob agitacdo de 1200 rpm. As variaveis temperatura e pH foram controladas em todos os
passos acima descritos com o objetivo de reproduzir sempre este processo. Algumas reacdes
foram também efetuadas ao longo de um tempo de reacdo 29 horas, no entanto, apés se iniciar
a caraterizacao das capsulas obtidas houve a necessidade de testar um tempo de reacdo mais
longo, passando a reacdo a decorrer sempre durante 168 horas.

Apds o término da reacdo de condensacdo procedeu-se a lavagem das nc/Si-LI+Pp
IX, a qual permitiu remover o excesso de surfatantes e de TEOS que possivelmente tenha
ficado por reagir. Esta etapa iniciou-se com a centrifugacdo (HERMLE Z366, Labortechnik)
a 5000 rpm por 5 minutos da suspensdo obtida, seguida da remocao e recolha do sobrenadante
e adicdo de agua bi-destilada. Este passo foi repetido nas mesmas condic¢des tendo o liquido
sobrenadante sido novamente recolhido e armazenado e o volume de liquido extraido sido
substituido por agua bi-destilada. Esta etapa permitiu remover inicialmente ja uma boa fracdo
de surfatantes. A suspensdo resultante foi delicadamente agitada e posteriormente
introduzida em membranas de dialise imersas num banho de 4gua destilada, trocada a cada 2
horas e sujeita a agitacdo magnética suave para promover a lavagem, que decorreu por 48
horas. Por fim a suspensao foi transferida para dois tubos de falcon e centrifugada uma ultima
vez a 5000 rpm por 5 minutos. O liquido sobrenadante foi recolhido e adicionou-se agua
mili-Q a cada um dos falcons até prefazer 15 mL de volume em cada um. As suspensdes de
nc/Si-LI+Pp IX foram entdo devidamente identificadas e armazenadas no refrigerador. Esta
sintese foi repetida um total de 24 vezes para que a técnica fosse devidamente aperfeicoada

e se obtivesse quantidade suficiente para posterior caraterizacao.
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4.3  Métodos de caraterizacao

4.3.1 Caraterizacao das nanocapsulas de silica porosa

O diametro hidrodindmico das nanocépsulas e o potencial zeta das mesmas foram
avaliados através de DLS. O potencial zeta corresponde ao potencial elétrico desenvolvido
na superficie das particulas, numa zona de fronteira conhecida como a dupla camada elétrica,
composta por uma camada mais interna, onde os ides estdo fortemente anexados e uma zona
externa, mais difusa, onde os iGes ndo estdo tdo firmemente ligados. Esta Gltima camada é
mutavel e responsavel por manter o equilibrio entre a particula e o0 meio. Como o fator que
influencia mais criticamente o potencial zeta da suspensdo é o pH foi realizada uma anélise
comparativa entre estes dois parametros. Em meio &cido, devido ao aumento de cargas
positivas (-H*), uma suspensdo de particulas tendera a ver o seu potencial zeta aumentado,
ao passo que, em meio basico registar-se-4 uma diminuicdo do potencial. Para além disso, a
magnitude do potencial zeta funciona ainda como indicador da estabilidade do sistema
coloidal, assim sendo, se todas as particulas em suspensdo possuirem um valor de zeta
elevado (quer seja este negativo, quer positivo), isto significa que as particulas tendem a
repelir-se umas as outras, o que previne a sua floculacdo. Normalmente consideram-se como
estaveis suspensdes de potencial zeta superior a +30 mV ou inferior a -30 mV -%,

Nesta seccdo, as particulas foram estudadas em varios momentos importantes
decorridos ao longo do processo de obtencdo das nc/Si-LI+Pp 1X nomeadamente: 1)
Imediatamente apds a emulsificacdo do LI; 2) Apos hidrélise do co-precursor de silica S2;
3) Apbs adicdo do TEOS hidrolisado a mistura; 4) Apos adicdo do sal organico; 5) Apos
inicio da reacdo de condensacdo; 6) 29 horas apo6s inicio da reacdo de condensacdo / 168
horas apds inicio da reacdo de condensacdo; 7) Ap6s diélise. A semelhanca das condigdes de
analise usadas para medicdo do didmetro hidrodinamico das particulas da emulsao (Tabela
6), a caraterizacdo decorreu a temperatura de camara de 25 °C, com tempo de estabilizacdo
de 60 segundos, efetuando-se 5 repeticbes por medicdo e usando o modelo de analise
CONTIN. A medicdo do potencial zeta das particulas foi efetuada a temperatura de cdmara
de 25 °C, com tempo de estabilizagdo de 60 segundos, efetuando-se 5 repeti¢cdes por medicéo

e 0 método de analise eleito foi 0 Auto mode.
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4.3.2 Composicdo, morfologia e rendimento de massa da reacdo de formacdo de

micro/nano capsulas de silica porosa

Nesta sec¢é@o procurou-se analisar a composi¢do, morfologia e o rendimento da reacao
através de secagem e liofilizacdo das suspensdes de nanocépsulas. Como esta analise
implicava a recuperacdo das capsulas foi também avaliada a sua morfologia por microscopia
Otica, SEM (Gemini2, ZEISS e Vega3, Tescan) e TEM (Grids 200 mesh). O SEM foi
efetuado para as voltagens de 2 e 5 kV, taxa de aquisicdo de 0,96 nm/s e revestimento de
ouro de <5nm, tendo sido analisadas capsulas em suspensdo aquosa evaporadas as condi¢des
PTN e amostras de capsulas calcinadas na mufla, sujeitas a suave desagregacdo nas
ampliacdes de 10k, 50k e 100k. Foram sujeitas a analise TEM amostras de capsulas em
suspensdo aquosa, secas por evaporacao as condigdes normais de pressao e temperatura para
diferentes diluicGes (1:1, 1:2, 1:4).

Tentou-se posteriormente recuperar as capsulas por secagem/liofilizacéo, sujeitando-
se em seguida a massa de capsulas obtida a analise termogravimétrica (TGA, Q600 TA
Instruments), num intervalo de temperatura entre os 25 e os 600 °C a uma taxa de
aquecimento de 10 °C/min e sobre uma atmosfera de azoto a taxa de 100 ml/min, para
quantificacéo relativa dos elementos das capsulas (LI e silica).

As capsulas de tempo de reacdo de 29 horas demonstraram nédo ser eficientemente
recuperadas atraves de liofilizagdo, tendo-se assistido a desincorporacdo do liquido i6nico
para o0 exterior da estrutura das cépsulas. Neste sentido, atendendo a que nao foi possivel
extrair a agua da suspensao de capsulas obtidas através de liofilizacdo, o rendimento de massa
foi calculado recorrendo a uma secagem lenta e & Patm na estufa programada a 50° C. A
suspensdo de capsulas foi transferida para duas placas de Teflon e deixou-se a agua a
evaporar ao longo de 5 dias. Apds a secagem, as placas foram pesadas e avaliou-se a massa
final de capsulas produzidas, tendo o rendimento sido calculado relativamente a massa total
de elementos incorporados na reacao.

As cépsulas cujo tempo de reacdo foi incrementado para 1 semana (168 horas)
demonstraram ser mais estaveis a nivel estrutural, permitindo a sua recuperacéo através de
liofilizacdo em tubos de falcon. A massa final foi pesada e o rendimento de massa calculado

a semelhanca do descrito acima.
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O residuo final obtido apds anélise TGA foi estudado atraves de FTIR (FT-NIR/MIR,
PerkinElmer), tendo a analise sido realizada recorrendo ao sistema de refletancia (ATR) com
uma resolucdo de 4 cm™ e 128 acumulagdes entre 4000 - 500 cm™. Este teste permitiu tirar
conclusdes acerca da presenca de material inorganico (silica) na composicao da superficie
das cépsulas testadas. Foram ainda analisadas através de FTIR amostras de liquido idnico,
Pp IX e cépsulas liofilizadas e secas em estufa com o intuito de avaliar se o material a
superficie das capsulas sujeitas a secagem era de facto liquido iénico. Estas ultimas analises
foram efetuadas no FTIR (FT/IR, Jasco) tendo a analise sido realizada recorrendo a pastilhas
de KBr com uma resolucio de 4 cm™ e 128 acumulagdes entre 4000 - 400 cm'™L,

Adicionalmente, com o objetivo de conhecer a concentracdo efetiva de capsulas em
cada suspensdo realizaram-se analises termogravimétricas nas mesmas condi¢cfes citadas
anteriormente, a aliquotas das suspensdes de capsulas usadas nos ensaios de oxigenacao e de
oxidacgéo, enunciados nos pontos seguintes. Para este efeito, o volume de todas as amostras
foi acertado (para 0 mesmo volume final de 31 mL) e foi recolhida uma aliquota de 1 mL de

cada amostra, sob agitacao.

4.3.3 Quantificacdo da absorcao/libertacdo de oxigénio pelas micro/nano capsulas de silica
porosa

A absorcao/libertacdo de oxigénio pela emulsdo de LI e pelas nc/Si-LI+Pp IX foi
avaliada através de dois ensaios de monitorizacdo da evolucdo de concentracdo de oxigénio
(ppm) no meio aquoso onde as amostras a estudar foram integradas. Na Figura 9 apresenta-
se a representacao esquematica do sistema de incorporagdo e medida de Oa.

43



1) Vélvula de entrada de azoto;

2) Vélvula de entrada de oxigénio;

3) Valvula de alivio de presséo;

4) Medidor de oxigénio acoplado ao sensor;

5) Seringa para injetar amostra a testar;
6) Banho e fluxo de liquido refrigerador a 25 °C;

7) Placa de agitacdo magnética;

8) Frasco com mistura experimental.

Figura 9 Representacdo esquematica do sistema experimental para os ensaios de quantificacdo da absorcéo/libertacéo de
oxigénio e respetiva legenda.

As experiéncias decorreram a 25° C com temperatura controlada e com agitacéo
constante de 300 rpm. Foi utilizado um medidor de oxigénio (Consort Z621) tendo-se
efetuado uma calibracdo prévia de um ponto.

O primeiro ensaio teve como objetivo quantificar a absorcao de oxigénio, proveniente
de &gua saturada com oxigénio, por cada um dos componentes em estudo (emulsdo de LI e
nc/Si-LI+Pp IX), tendo sido avaliadas duas concentragdes distintas de amostra em agua para
analisar paralelamente o efeito de diluicdo (Vinicial agua = 35 ML; Vamostra =5 ML € Vinicial agua =
30 mL; Vamestra= 10 mL). Para analisar os resultados de forma comparativa, foram realizados
trés ensaios distintos para cada concentracdo recorrendo 1) a uma amostra de agua
desgaseificada (referéncia); 2) a uma amostra de emulséo de LI desgaseificada (concentracao
de LI: 11,09 mg/mL); 3) a uma amostra de capsulas em suspensdo desgaseificada
(concentracéo de LI: 12,34 + 0,832 mg/mL). Para cada ensaio foram realizadas medidas de
concentracdo de oxigénio (ppm) recorrendo ao sistema da Figura 9. O procedimento foi
repetido de igual forma para todas as amostras em estudo. O volume inicial de agua foi
desgaseificado durante 20 minutos através dum fluxo continuo de N2 a 3 bar. Apos garantir
gue o volume inicial de a4gua estava desgaseificado (0 ppm) a valvula de N2 foi fechada e
abriu-se a valvula de O2. O fluxo continuo de O foi adicionado, por sua vez, durante 20
minutos a pressédo de 2 bar, saturando a &gua. Finalmente, a amostra a estudar (agua, emulséo,
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ou capsulas) foi previamente desgaseificada através de fluxo de N2 a 3 bar durante 30 minutos
e em seguida adicionada a agua saturada em O, por via de uma seringa, avaliando-se de
seguida a evolugdo de concentracdo de O2 no meio. Partindo do pressuposto que tanto a
emulsdo como as capsulas sdo capazes de absorver oxigenio devera ser observavel um
decréscimo de concentracdo de O> disponivel presente no sistema.

O segundo ensaio teve por objetivo avaliar a difusdo do oxigénio do interior das
amostras em estudo (emulséo de LI e nc/Si-LI+Pp IX gaseificadas) para 0 meio envolvente
(dgua desgaseificada). Recorreu-se 1) a uma amostra de agua gaseificada (referéncia); 2) a
uma amostra de emulsdo de LI gaseificada (concentracdo de LI: 11,09 mg/mL); 3) a uma
amostra de capsulas em suspensdo gaseificada (concentracdo de LI: 14,58 + 0,608 mg/mL).
Nesta fase avaliamos apenas amostras numa propor¢ao (Vinicial agua = 30 ML € Vamostra = 10
mL) pois o efeito de diluicdo foi estudado com sucesso no ensaio anterior. Em primeiro lugar,
0s 30 mL de &gua adicionados ao sistema foram desgaseificados recorrendo ao fluxo de N2
a 3 bar durante 20 minutos. Seguidamente, a amostra em estudo foi saturada através da adi¢ao
de um fluxo de Oza 2 bar, durante 30 minutos. Por fim, os 10 mL de amostra gaseificada
foram imediatamente adicionados a agua desgaseificada, esperando-se um aumento da
concentracdo de O disponivel no sistema, resultante da difusdo deste gas da amostra
(emulsdo de LI/nanocapsulas) para o0 meio envolvente.

Com base nos resultados obtidos, a difusdo de oxigénio pelo liquido i6nico foi
quantificada através do estudo do coeficiente de transferéncia de oxigénio (K, a). Com esse
objetivo basedmo-nos no método de desgaseificacdo estatico que postula que o aumento da
concentracéo de oxigénio dissolvido é dado por *°:

dcC
—==Ka(C" - () ®

Integrando a equacéo (i) obtém-se:

Ccp, dc t * 1
foLrLCL :KLafo dt <=> In(C*" - () = —K,a.t (id)

Onde: C;, é a concentragdo de oxigenio dissolvido no meio em estudo;
C* € a concentracdo de saturacao de oxigénio dissolvido no meio;

K; a é o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigenio.
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Sabendo que o valor de saturacéo de oxigénio dissolvido na agua (C*) a 25 °C é 8,3
ppm, foi possivel calcular o K; a para as diferentes situacfes em estudo, através da equacao
(i) ¥. Representando graficamente In(C* — C;) em func&o do tempo (t) obtém-se um perfil
que pode ser dividido em trés retas cujos declives correspondem respetivamente ao -Ka;
(zona inicial de transferéncia de oxigénio mais intensa ), ao -Kiaz (zona de transicdo
intermédia caraterizada por outros fendmenos de transferéncia) e ao -Kras (zona de equilibrio
de declive ~0). O K.a corresponde portanto ao inverso do declive das retas e pode apresentar

valores positivos ou negativos consoante o tipo de fenomeno difusivo, como se pode observar
pela representacdo esquematica da Figura 10.
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Figura 10 Representacdo genérica do célculo das constantes Kiai, Kiaz e Kias para o ensaio de consumo de Oz do meio
(a) e para o ensaio de difusdo de Oz para 0 meio (b).

4.3.4 Quantificacdo da producdo de ROS pelas nanocépsulas de silica porosa

A producdo de ROS pelas nc/Si-LI+Pp IX foi confirmada e quantificada através da
realizacdo de ensaios de eficiéncia de oxidacdo do DPPH. O DPPH é um composto estavel
que possui na sua composicao um radical. Devido a presenca de um eletrdo desemparelhado
na sua geometria este apresenta um pico de absor¢do acentuado aos 517 nm. Como se
encontra representado na Figura 11, o &tomo radical do DPPH reage com agentes redutores
(ROS), produzindo uma nova ligacdo o que provoca uma alteragcdo na cor da solucdo. Este
reagente funciona como um bom quantificador de ROS, j& que a solucédo perde a sua cor

carateristica a medida que a concentracdo de antioxidantes aumenta no meio e estes se vdo
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emparelhando com o radical do DPPH. A reducéo dos radicais de DPPH pode portanto ser
monitorizada espetrofotometricamente através do decréscimo da absorgéo aos 517 nm %,

o o
/ /
O:NJr O:N+
— o o
' /R R Vi
N—N N* - N—N N
\ / \_ \
o o
oO—N’ o—N’
N\ N\
o) o)

Figura 11 Esquematizagéo da reagdo do DPPH com ROS (DPPH" — DPPHR) baseada na referéncia 98.

O pico correspondente a absorcao da Pp IX foi também monitorizado na sua absor¢édo
carateristica aos 402 nm. A Pp IX, ja descrita acima como um precursor do HEME que ocorre
naturalmente no organismo. A semelhanca do ja previamente descrito na introducio, a Pp 1X
fotossensivel ao receber energia sob a forma de luz visivel passa a um estado singleto
excitado (P*!) por cedéncia de um eletrdo. Na via mais comum e eficiente de reagdo da Pp
IX, o estado excitado pode converter-se, através de reacdes de conversdo intersistema (CIS),
num estado tripleto excitado (P*%), sendo esse o estado responsavel por reagir com o O; e
converte-lo em singleto de oxigénio (* O2). Ap6s o término da reacdo, a Pp 1X desexcita e
retorna ao seu estado base, podendo voltar a desencadear o ciclo descrito. Outras vias menos
recorrentes permitem obter o ido superoxido (O™ a partir do estado singleto excitado (P*?)

99

hv cis
P— Pt —p*3

l P32 +0%?— P+ .0,

Pl + 0?2 — P* + 0;

No sentido de estabelecer as variaveis segundo as quais 0s testes as capsulas deviam
decorrer foram realizados estudos preliminares em que se estudou diretamente o desempenho

da Pp IX. Os estudos efetuados encontram-se descritos na Tabela 7 (i, ii, iii, iv, v) ).
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Tabela 7 Condigdes experimentais dos testes de DPPH preliminares

. Adicao de .
Amostra a estudo 02 Irradiacio Analise Duragéo
DPPH
Auséncia
I (desgasei_fk);ada - 532 nm por 5 min; 50 min
Etanol+Pp IX [25 | POr 15 min - 406 nm por 5 min .
i | pg/mL] pIXT P Apbs 360 —800nm | (intervalos de
Saturada pelo ar irradiacéo 10 min)
iii -532 nmpor 0, 5, 10
e 20 min;
iv
50%H:0/

V | 50%Etanol+Pp IX Sa;urada ¢/Oza Antes da 60 minutos
vi Lbarpor15min | 525 hm por 5 min adicdo do | 517 nm (intervalos de
Suspensédo aquosa 22 5 5 min)

vii | de cépsulas ntes da
Saturada pelo ar irradiagio

Para este efeito diluiu-se uma concentracdo pré determinada deste composto em
etanol p.a. e, realizaram-se diversos testes em que se foram variando as condigdes
experimentais (concentracdo de O» na amostra, comprimento de onda de irradiacéo,
momento de adi¢do do DPPH e anélise do comprimento de onda de absorg¢éo), usando sempre
uma amostra de concentracao conhecida de Pp IX nos sistemas sujeitos a teste

Tendo-se definido os parametros experimentais iniciais prosseguiu-se para uma
analise especifica para 0os 517 nm. Neste caso foi adicionada as amostras agua (50% H20 /
50% Etanol+Pp IX [25 pg/mL]) com o objetivo de aumentar a solubilidade de O». Posto isto,
as amostras foram saturadas com Oz num fluxo continuo de 2 bar. Nestas condi¢fes foram
testadas duas amostras em que se alterou a ordem de adi¢cdo do DPPH (iv e v da Tabela 7).
Uma ultima andlise preliminar foi ainda efetuada, desta vez recorrendo a uma aliquota de
capsulas (de quantidade desconhecida). Nesta fase uma das amostras foi borbulhada com O
enguanto a outra ndo (vii e viii respetivamente).

Apbs definir o comprimento de onda de irradiacdo, o tempo de irradiacdo, o método
de saturacdo da amostra com O e a concentracao da suspenséo de cépsulas a usar, passou-se
para o ensaio de avaliacdo da producdo de ROS cujas condicGes foram as seguintes:

1) Cépsulas com Pp 1X (12,70 + 0,719 mg/mL) — Saturadas por fluxo de Oz a 2 bar por

30 minutos — Adi¢ao de DPPH — Irradiag¢do a 532 nm durante 10 minutos;

2) Capsulas com Pp 1X (12,70 £ 0,719 mg/mL) — Oz ambiental — Adi¢do de DPPH —

Irradiacdo a 532 nm durante 10 minutos;
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3) Cépsulas sem Pp X (14,58 £ 0,608 mg/mL) — Saturadas por fluxo de O2 a 2 bar por
30 minutos — Adicao de DPPH — Irradiacdo a 532 nm durante 10 minutos;
4) Capsulas sem Pp 1X (14,58 + 0,608 mg/mL) — Oz ambiental — Adi¢do de DPPH —

Irradiacdo a 532 nm durante 10 minutos;

Para obter a atividade efetiva da Pp IX nas nc/Si-LI+Pp 1X o efeito do liquido idnico
foi removido subtraindo o espetro obtido na alinea 3) ao da alinea 1) e o espetro obtido na
alinea 4) ao da alinea 2). Com este ensaio espera-se quantificar ndo so a eficiéncia de
producdo de ROS pelas capsulas com Pp IX como também avaliar se a saturagdo forcada de
O2 provoca alteracdes significativas na producdo de ROS, usando os ensaios realizados as
capsulas sem Pp X como referéncias. Adicionalmente foi ainda obtido o espetro de atividade
oxidante da Pp 1X dissolvida em etanol por forma a avaliar se a inclusdo da mesma em nc/Si-
LI+Pp IX potenciava a sua atividade oxidante. Foi também medido o espetro de absorcéo da
silica porosa em suspensdo aquosa para confirmar que esta ndo influenciava a interacdo da
Pp IX com o DPPH. Estes ensaios foram realizados ao longo de 820 minutos, permitindo
determinar mais extensivamente a evolucédo da atividade da Pp IX.

Foram posteriormente realizados testes recorrendo a outro composto de detecéo de
ROS, o 1,3-difenilisobezofuran (DPBF) na concentracdo de 8 mM. Para estes ensaios as
amostras a estudo foram sujeitas ao mesmo tempo de irradiacdo pelo laser de 532 nm (10
minutos) e a absor¢ao do DPBF foi monitorizada aos 412 nm (Amax de absor¢do do composto)
durante 20 minutos. Foram estudadas amostras de céapsulas com Pp IX e sem Pp 1X, tendo-
se previamente desgaseificado as amostras aplicando um fluxo de N2 a 3 bar por 20 minutos

e, gaseificando-as de seguida com O2 aplicado num fluxo a 2 bar por 20 minutos.
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5 Resultados experimentais e discussao

5.1 Concentragdo micelar critica para dois sistemas de surfatantes

Para garantir a formacao de emulsdes em meio aquoso, a concentragdo micelar critica
(CMC) teve que ser determinada para os dois sistemas de surfatantes usados. Como nao
existiam na literatura informacg6es relativas a CMC das misturas de surfatantes em estudo,
estas tiveram que ser determinadas por n6s. Como ja foi referido acima, a CMC do sistema
(1) foi calculada para este trabalho, ao passo que a CMC para o sistema (2) ja tinha sido
previamente determinada por uma aluna de mestrado MIEQ, num trabalho anterior.

Nas figuras seguintes (Figura 12 e Figura 13) encontram-se 0s resultados da tenséo
superficial y (mN/m) em fun¢do da concentracdo total de surfatantes C (mM). As curvas
obtidas sdo caraterizaveis pela presenca de uma fase descendente de declive acentuado,
seguida de um ponto transitério bem definido até se atingir uma zona linear horizontal de
declive proximo de zero. Esta zona linear corresponde ao estado de saturagdo da superficie
em que, por mais que se aumente a concentracdo surfatantes no meio, o decréscimo da tensao
superficial € insignificante — zona de estabilidade atingida apds o valor da CMC. Estes

resultados encontram-se concordantes com o que é frequentemente reportado na literatura
100,101

a) [S1:52:83] b) [S1:52:83]
75,00 75,00
[
65.00

6500 | o 305915 +43.543 y=-70214x + 58,88
— = 2=
E 5500 R2=0.9892 E 5500 R2=0.653
2
% 45.00 ‘g‘ 45,00
1_(\'1 25‘\'5
5 3500 y=-0,3054x + 23,272 é 35,00 y=-0,3054x + 23272
2 R2=(,1519 R2=0.1519

25,00 25,00

15,00 15,00

000 100 200 300 400 500 600  7.00 000 100 200 300 400 500 600 7,00
Concentracdo [mM] Concentragdo [mM]

Figura 12 Representagéo dos resultados da tensdo superficial y (mN/m) em fun¢fo da concentragdo total de surfatantes para
o sistema (1) excluindo o valor de tensao superficial da agua (a) e incluindo o valor da tensdo superficial da &gua no ajuste

linear (b).
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a) [S1:52:0] b) [S1:52:0]
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Figura 13 Representacdo dos resultados da tensdo superficial y (mN/m) em fung¢do da concentragéo total de surfatantes
para o sistema (2) excluindo o valor de tensdo superficial da agua (a) e incluindo o valor da tenséo superficial da &gua no

ajuste linear (b).

Através dos graficos criados acima foram extrapolados valores experimentais de
CMC para os sistemas estudados, que podem ser consultados na Tabela B1 do anexo. Nesta
tabela encontram-se os valores obtidos para todos os sistemas estudados pelo grupo GSP.
Para obtencéo dos resultados A e B da Tabela B1, a CMC foi calculada a partir da interse¢ao
das duas retas representadas nos graficos, segundo a metodologia mais reportada na
literatura. Na analise A o valor da tensdo superficial medido para a agua bi-destilada néo foi
considerado, tendo sido incluido na andlise B, num esforco de aumentar a amostragem e
consequentemente o valor de R? (quadrado do coeficiente de correlagio) da regresséo linear
aplicada. Contudo, a maioria dos autores trabalha com um intervalo de concentra¢cdes muito
largado, isto €, a tensdo superficial é determinada para pelo menos cinco concentracfes
abaixo do ponto de transicdo, permitindo-Ihes tragar retas de regressio com um valor de R?
superior ao obtido por nds. Assim sendo, e como para este trabalho ndo se reuniram as
condicdes para determinar o numero de pontos suficiente abaixo do ponto de transicéo,
decidiu-se estipular um valor C, resultante diretamente de uma analise visual do grafico e
correspondente a uma concentracdo indubitavelmente acima da CMC que tomamos como
referéncia para formulagdo das emulsdes.

Com base nestes resultados estipulou-se para 0s estudos cinéticos se deveria usar uma
concentragdo molar de surfatantes entre 1 e 10 mM, para ambos 0s sistemas estudados.
Registou-se ainda um maior abaixamento de tensdo superficial no sistema que incluia o
surfatantes Sz, 0 que corrobora a concluséo ja anteriormente obtida por Sylvia et al. (2017) e

confirmada pela informagéo existente na literatura de que os surfatantes de cauda fluorada
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possuem maior carater tensioativo, no entanto, necessitam de maior concentracdo de

surfatantes para atingirem a CMC 8%:100-102,

5.2 Cinética de formacéo e de estabilidade de emulsdes PFD em agua e LI em

agua usando dois sistemas de surfatantes

Como ja foi previamente referido, para execucdo das nanocépsulas, optou-se para
utilizacdo do sistema [Peg614][NTf2] / [S1:S2:0], ndo obstante, foram realizados estudos
cinéticos com resultados conclusivos para ambos os sistemas descritos acima, pelo que nesta
seccao se apresentam os resultados obtidos para ambos.

Foi estudada a cinética de formacdo e estabilidade das micelas para os diferentes
sistemas, tendo sido possivel perceber a influéncia do tempo de sonicacdo na emulsificacéo

dos dois compostos a estudo e respetivo tamanho de micelas obtidas.

Usando a microtip (500 W, 6,35 mm) para emulsificar a PFD foram obtidos os

seguintes resultados:
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Figura 14 a) Cinética de formagdo para o sistema PFD/[S1:S2:S3]; b) Cinética de estabilidade para o sistema

PFD/[S1:S2:S3]. (Legenda: m — 5 minutos; = — 10 minutos; m — 15 minutos; m — 20 minutos;  — 25 minutos; = — 30 minutos).
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Para 0 caso da cinética de formacdo (Figura 14a) entre os 5 e os 30 minutos de
sonicacdo o dH variou apenas 4,8%, sendo no entanto percetivel um ligeiro aumento de dH
entre 0s 5 e 0s 20 minutos de sonicacédo, seguido de um patamar praticamente horizontal em
termos de declive. Esta evolucdo deve-se, provavelmente, a emulsificacdo incompleta da
PFD para os minutos iniciais do processo, sendo claro que a partir dos 20 minutos a
emulsificacdo total foi atingida. Ao analisar os graficos da cinética de estabilidade (Figura
14b) é notdrio um comportamento particularmente distintivo na evolugdo de dH entre as
micelas obtidas antes e depois dos 10 minutos, registando-se uma estabilizacdo no dH para
as micelas obtidas entre os 15 e 0s 30 minutos de sonicac¢do. Aos 48 minutos, este ultimo
grupo de micelas (15-30 minutos de sonica¢do) encontrava-se bastante préximo em termos
de dH, sendo o coeficiente de variacdo (6) associado a estes valores de apenas 2%.

Face aos resultados obtidos por investigadores do grupo GSP para formulagdes de
PFD emulsificada usando diferentes concentracdes relativas de surfatantes S1, S2 e S3
(Anexo C1), verificou-se que, na sua generalidade estas formulacgdes permitiam obter micelas
de baixo dH (entre 150 e 400 nm) sendo que os sistemas com maior fracdo de S3 permitiam
obter micelas mais pequenas do que os com maior fracdo de S1. Quanto maior a quantidade
de S3 maior era a tendéncia para diminui¢do do dH ao longo do tempo de sonicagéo. Para
além disso, foi possivel concluir que a presenca de S2 também favorecia a diminuicdo do
didmetro das micelas, mas ndo tdo drasticamente como o S3.

A formulacdo anteriormente analisada permitiu obter micelas de baixo dH, com
reduzida polidispersividade, elevada estabilidade e baixo desvio padrdo associado,
funcionando assim como uma alternativa eficiente. Foi ainda possivel concluir que, em
comparagdo com os resultados obtidos por Sousa et al. (2017) onde foi usado o liquido iénico
[OMIM][NTf,] %, esta formulagdo com PFD verificou-se mais estavel e de dH inferior
(Anexo C).

Ao usar o sistema (2) para emulsificar o [Pes66,14][NTF2], a emulsificacdo completa
verificou-se mais demorada, sendo que os dados obtidos revelam isso mesmo. Durante a
emulsificacdo do LI, a mistura adquire uma cor branca baca que dificulta a avaliacdo visual
da emulsificacdo, apesar disso, foi possivel verificar a existéncia deste liquido no fundo do
frasco até pelo menos aos 25 minutos, no caso da emulsificacdo com a sonda microtip e até

pelo menos aos 15 minutos, com a sonda macrotip (de maiores dimensdes e mais energetica).
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Na Figura 15a, respeitante a cinética de formacao obtida para a emulsificacdo com a
microtip, pode observar-se que o dH das micelas aumenta consideravelmente ao longo dos
30 minutos, sendo notavel também o aumento do desvio padréo associado aos resultados
recolhidos (comparativamente aos desvios obtidos anteriormente para o sistema com PFD).
Este resultado pode dever-se a uma maior dispersividade associada aos valores de dH das
micelas para cada um dos tempos de sonicacdo. Para este caso, o coeficiente de variacao (6)
registado entre 0s 5 e os 30 minutos foi de 13,6%, sendo ébvio um crescimento muito
acentuado até aos 15 minutos. Esta observacédo, e o facto do valor de desvio previamente
citado se situar acima do aceitavel (<10 %), compeliu-nos a calcular o coeficiente de varia¢do
apenas entre os 15 e os 30 minutos de sonicacéo, obtendo-se para este caso um coeficiente
de variacdo (6) de 9%. Na Figura 15b, encontram-se os dados referentes a cinética de
formacdo obtida através da emulsificacdo do sistema (2) com a macrotip. Neste caso o
crescimento das particulas foi mais acentuado entre os 5 e os 10 minutos, continuando a
crescer mais suavemente até aos 20 minutos. Este comportamento sugere uma emulsificacéo
mais rapida e eficaz, relativamente a obtida usando a microtip. Os desvios padrdo associados
as medicOes sdo também inferiores, 0 que nos leva concluir que esta sonda permite obter
micelas de dH mais homogéneo. Entre 0s 5 e os 30 minutos de sonicacdo o coeficiente de
variagdo (6) foi 14,6%, tendo-se observado um pico para os 20 minutos, seguido de um
decréscimo até aos 30 minutos. Esta diminuicdo de tamanho de particulas pode dever-se a
aplicacdo de energia mais elevada, durante um longo periodo de tempo, 0 que potencia a
fragmentacdo de micelas de didmetro mais elevado em didmetros mais reduzidos. Entre o0s
15 e os 30 minutos o coeficiente de variacdo desceu para apenas 5,9%, 0 que revela uma
maior coeréncia de resultados obtidos quando se recorre a macrotip em detrimento da

microtip.
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Figura 15 a) Cinética de formacéo para o sistema LI/[S1:S2:0] obtida recorrendo a sonda microtip; b) Cinética de formagao para o sistema L1/[S1:52:0] obtida com a sonda macrotip.
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Figura 16 a) Cinética de estabilidade para o sistema LI/[S1:52:0] obtido com a sonda microtip; b) Cinética de estabilidade para o sistema LI/ [S1:S2:0] obtido com a sonda macrotip.
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Focando agora atengdo na cinética de estabilidade obtida recorrendo a microtip
(Figura 16 a), mais uma vez podemos distinguir que para 0s 5 e 10 minutos de sonicacdo
os valores de dH permaneceram consideravelmente abaixo dos restantes, sendo que para o
calculo do coeficiente de variagéo final optou-se por excluir os valores dos 5 e 10 minutos
de sonicacdo por ser evidente, tanto pela analise da cinética de formagdo como pela de
estabilidade, que a emulsificacdo do LI era ainda muito incompleta. Nestas condigdes, 0
coeficiente de variagéo registado foi de 5,4%.

Comparando os dados da Figura 16a com os da 16b observa-se ndo sé que 0s
desvios padrao diminuem no geral, como o dH médio final das micelas é também inferior,
verificando-se assim que ultrassons mais energéticos e aplicados em maior area de
superficie (macrotip) asseguram particulas mais pequenas, Uteis para a aplica¢do que temos
em vista. E possivel também identificar que usando a macrotip as particulas passam a ter
um comportamento semelhante em termos de dH logo a partir dos 10 minutos, em oposi¢do
as obtidas com a microtip. O coeficiente de variacdo entre os 15 e os 30 minutos de
sonicagdo para as 72h foi de 4,9%. Tendo em conta estes resultados e atendendo a que as
variagOes registadas ao longo das cinéticas ndo sdo muito significativas, optou-se por
selecionar a sonda macrotip aliada a um tempo de sonicacgéo de 25 minutos para a formacao
das emulsBGes usadas para a sintese das nc/Si-LI+Pp IX. Este intervalo de tempo foi
escolhido tendo em conta ndo sé os dados recolhidos acima, que situavam os 25 minutos
como um tempo de cinética na zona estavel, como também a observacdo direta do aspeto
da emulsédo ao longo do processo. Espera-se assim obter particulas com um diametro médio
de 291,2 £ 12,9 nm. Comparativamente aos resultados para as formulagdes estudadas por
Sousa, S. et al. (2017) para o liquido i6nico [OMIM][NTf.] (Anexo C2) pdde ainda
concluir-se que a nossa formulacdo permitiu obter particulas de dH inferior (com o
[OMIM][NTf2] o diametro méximo das micelas variou entre 400 e 480 nm) no entanto, 0s
dados para a formulacao (2) apresentavam maiores desvios padrao associados, o que pode
significar que o [Ps6,6,14][NTT2], usado neste trabalho, apresenta maior instabilidade quando
integrado em emulséo do que o [OMIM][NTf].
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5.3 Nanocapsulas de silica porosa usando o método sol-gel em meio aquoso

5.3.1 Evolucéo da dimensdo e do potencial zeta das nc/Si-LI+Pp IX

Ao longo do procedimento de obtencdo de capsulas o pH da reagéo foi estritamente
controlado, tendo os dados relativos ao didmetro das nanocapsulas e o seu potencial zeta
sido recolhidos em sete fases distintas da reacao para melhor controlo e compreensao deste
processo. As fases em estudo foram: 1) Imediatamente apos emulsificacdo do sistema
[Pe,66,14][NTT2] /[S1:S2:0]; 2) Apbs reagdo de hidrolise do surfatante S2 da emulsédo; 3)
Apos adicdo do TEOS hidrolisado a emulsdo pré hidrolisada; 4) Apds adicdo do sal
organico a reacdo; 5) Apos aumento do pH da emulsdo, catalisando o inicio da
condensacéo; 6) Apos a reacdo de condensacao; 7) Apos dois dias de didlise. Como foram
produzidas capsulas com diferentes tempos de reagdo de condensacao, 29 horas e 128

horas, esta analise foi efetuada a amostras provenientes de ambos os grupos (Figura 17).
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Figura 17 Evolucdo dos valores de potencial zeta e pH da mistura reacional ao longo das sucessivas fases do processo
de formagdo de capsulas. Foram usadas para esta analise amostras de capsulas conjugadas com Pp IX de reagéo de 29
horas e de 168 horas. (Legenda: ¢ — Potencial zeta para reagdo de 29 horas; A — Potencial zeta para reagdo de 168 horas;
m — pH). Nota: por motivos de propriedade industrial, os valores de pH s&o omitidos.

Pela Figura 17 pode verificar-se que o potencial zeta ndo foi afetado pelo tempo de
reacdo, ja que a evolucgdo registada foi praticamente igual para a reacdo de 29 (#) como
para a reacdo de 168 horas (A ), sendo que a maior discrepancia de valores ocorreu para o
ponto 7) Apds didlise. O potencial zeta vai acompanhando as variagdes de pH, aumentando
de -22,44 + 0,03 mV para -4,65 = 0,17 mV apos hidrélise da emulsdo (ponto 2). Essa
variacdo é também indicativa de uma maior instabilidade da mistura aquando do inicio do
procedimento sol-gel. No ponto 3 (adicdo do TEOS hidrolisado), em que o pH se mantém,

0 potencial zeta manteve-se sensivelmente igual. No ponto 4, que corresponde a adi¢do do
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sal organico e a um ligeiro aumento de pH, o potencial zeta sofreu uma diminuicao
consideravel que pode ser associada a um aumento da estabilizacdo do sistema causada
pela adi¢do do sal organico. Com o aumento do pH para valores ligeiramente basicos, cujo
intuito é catalisar a reacdo de condensacdo, o potencial zeta continua a diminuir, sendo que
apos a dialise (ponto 7) os valores estabilizam entre os -25,6 mV e 0s -29,8 mV 0 que nos
indica que no final da sua formulagio as nossas capsulas sdo estaveis °!, tanto para o caso
das 29 horas de reagdo como para o das 128 horas de reagdo (0 que nédo exclui a
possibilidade de ter ocorrido alguma agregacao/floculagcdo nos passos anteriores).
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Figura 18 Evolugao do diametro hidrodindmico das particulas [nm] ao longo das progressivas fases da reacéo sol-gel.
Foram usadas para esta analise amostras de capsulas conjugadas com Pp IX de reagdo de 29 horas e de 168 horas.
(Legenda: ¢ — Evolucédo do dH das particulas ao longo da reagdo de 29 horas; m — Evolucdo do dH das particulas ao longo
da reacdo de 168 horas.

Os dados recolhidos para o diametro das particulas (Figura 18), revelaram que ap6s
0 inicio da hidrolise (ponto 2) o dH das particulas diminuiu ligeiramente e manteve-se até
apos o inicio da condensacado (ponto 5), aumentando visivelmente apos as 29/168 horas de
reacdo de condensacao definidas. Esta diminuicdo esta provavelmente relacionada com a
diminuicdo do pH e consequente aumento do potencial zeta da mistura, 0 que poderéa ter
causado uma aproximacao das particulas, motivada por uma menor repulsdo eletrostatica
entre elas.

Entre o final da reacdo (ponto 6) e o fim do procedimento de dialise (ponto 7)
constatou-se que o dH das particulas continua a aumentar o que pode indicar que estas
continuam a reagir até que toda a presenca de TEOS seja eficientemente removida da
mistura reacional, dotando-nos de uma suspensdo de nanocépsulas (ou agregados de

capsulas) estavel, mas polidispersa a nivel de dH como se pode verificar pelo desvio padréo
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associado a este ponto. Confirmou-se ainda que o prolongamento do tempo de reacao de
condensacdo das 29 horas (dH final de particulas: 331,7+40,8 nm) para as 168 horas (dH
final de particulas: 346,4+42,7 nm) permitiu obter particulas de didmetro ligeiramente
superior, 0 que indica que o aumento do tempo de reacdo promove a formacdo de uma

capsula de silica de espessura superior.

5.3.2 Caraterizacdo, morfologia e rendimento da reacéo de formacdo de nanocéapsulas de
silica porosa

O aspeto das particulas foi monitorizado atraves de diferentes técnicas. A analise
das imagens recolhidas por microscopia 6tica (MO) permitiu notar uma diferenca
consideravel entre o aspeto geral das amostras antes e depois da diélise, 0 que nos permitiu
concluir que o material excedente (sal organico e surfatantes e TEOS por reagir) foi
eficazmente removido ao longo do periodo de tempo de dialise. E ainda notavel que
algumas particulas pré didlise (Figura 19a) apresentam uma orientacdo radial e tamanho
superior. Estas particulas correspondem possivelmente ao sal organico e a surfatantes que
ndo reagiram e ainda se encontram em suspensdo, enquanto apos a dialise essas particulas

orientadas deixam de existir e 0 aspeto geral da amostra é mais homogéneo (Figura 19b).

Figura 19 a) Imagem MO recolhida apds 29 horas de reacdo de condensagdo de uma amostra seca ao ar (pré-dialise)
A=50 um; b) Imagem MO recolhida apés procedimento de dialise para amostra seca em N2 e imersa em 6leo (apds

dialise) A= 50 um. Foram usadas para esta analise amostras de capsulas conjugadas com Pp IX de reagdo de 29 horas.
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Como as capsulas se encontravam em suspensdo e, com o intuito de quantificar
massa total formada a cada reacdo, tentou-se secar as mesmas através de liofilizacdo.
Verificou-se que as nanocépsulas obtidas através de reacdo de 29 horas perdiam a sua
estrutura, observando-se a extravaséo do liquido ionico. Este facto impulsionou-nos a secar
as capsulas na estufa em placas de teflon (Figura 20 a). As nanocapsulas sujeitas a reacéo
de 168 horas foram liofilizadas e, apesar do liquido idnico néo ter extravasado visivelmente,
0 seu aspeto e consisténcia eram gelatinosos (Figura 20 b). Apds secagem das nanocépsulas
a sua massa final foi calculada e confrontada com a massa inicial de reagentes incorporados,
estimando-se que o rendimento da reacdo de 29 horas tenha sido de 60,31 =+ 1,84 % e 0
rendimento da reacdo de 128 horas de 63,42 + 2,20 % 0 que representa um aumento de

cerca de 3% de rendimento de massa para a reagdo de formagao mais longa.

Figura 20 Imagens obtidas através de lupa. a) Nanocéapsulas ap6s secagem na estufa em placas de Teflon (amostra de
capsulas conjugadas com Pp IX de reagdo de 29 horas). b) Nanocapsulas liofilizadas (amostra de capsulas conjugadas

com Pp IX de reagdo de 168 horas).

Como se concluiu que as nanocapsulas de reacdo de 168 horas eram
morfologicamente e estruturalmente mais resistentes efetuou-se microscopia de SEM e
TEM as mesmas.

Na Figura 21 encontram-se algumas imagens de microscopia de SEM efetuadas a
amostras de capsulas, onde se consegue distinguir as dimensdes e morfologia do material
obtido. As amostras foram diluidas na razdo de 1:3 para evitar que ocorresse sobreposicao
de material e a microscopia fosse prejudicada. Aliquotas das amostras humidas diluidas
foram colocadas sobre os suportes metalicos para SEM e deixou-se a agua evaporar a

temperatura ambiente.
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Pela Figura 21 conclui-se que o aspeto morfolégico das capsulas é semelhante quer
elas tenham Pp IX integrada (alineas a, b, ¢) ou ndo (alineas d, e, f). As particulas
visualizadas parecem ser formadas por aglomerados de capsulas de menores dimensdes (<
150 nm). Este resultado é contrastante com o obtido atraves de DLS onde foram registados
didmetros entre os 300 e os 350 nm. Isto leva a crer que as medicbes de DLS efetuadas
dizem respeito a aglomerados de nanocapsulas de menores dimensdes, como 0s Vvisiveis na
microscopia de SEM ou que a amostragem analisada em SEM ndo é representativa de toda

a amostra.

Foi também efetuado SEM a uma amostra de capsulas (de reacdo de 168 horas com
Pp IX integrada) calcinada na mufla a 700 °C (Figura 22b).

Figura 22 a) Amostra de capsulas (de reacdo de 168 horas, com Pp IX) calcinada na mufla observada na lupa. b)
microscopia de SEM de cépsulas calcinadas na mufla (escala: 200 nm).

Na Figura 22a encontra-se uma imagem adquirida através de lupa do material
resultante da calcinagdo das capsulas. O resultado é um material inorganico muito leve e
de aspeto alveolar correspondente a silica das capsulas. Esse material foi analisado atraves
de microscopia de SEM, cuja imagem se encontra na Figura 22b. N&o foi, no entanto
possivel identificar a estrutura das capsulas que perfaziam o material, possivelmente devido
a ocorréncia de sinterizagdo que terd provocado a perda das estruturas morfologicas.

Foram ainda observadas, através de TEM, amostras himidas de capsulas de reacdo
de 168 horas, com Pp IX (Figura 23).
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Figura 23 Microscopia de TEM para amostra himida de capsulas de 168 horas de reagcdo com Pp IX. a) e b) escala de
1000 nm (segmentada de 200 em 200 nm); c) e d) escala de 500 nm (segmentada de 100 em 100 nm).

Pela Figura 23 é possivel confirmar a natureza aparentemente esférica das particulas
obtidas e verificar que o seu diametro ronda os 200 nm. A figura da alinea a) e a figura da
alinea b), apesar de se encontrarem na mesma ampliacdo, tém aspeto dispar, 0 que pode
indicar heterogeneidade da amostra. Na figura da alinea d) conseguem visualizar-se
algumas particulas que aparentam estar segmentadas no plano, podendo distinguir-se uma
zona periférica circular, correspondente a capsula formada em redor da particula.

A disparidade de diametros de nanocapsulas obtidos pelas diferentes técnicas de
caraterizagdo pode ser justificada pelo facto da amostragem utilizada para os testes nunca
ser representativa da totalidade da amostra, pelo que se estima que o didmetro das capsulas

produzidas varie entre os 100 e os 350 nm.
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A presenca de [Ps6,6,14][NTT2] e Pp IX no interior das nanocapsulas foi confirmada
a partir dos resultados obtidos através da analise termogravimétrica (TGA). Antes de mais,
foi necessario analisar os perfis de TGA por forma a identificar a temperatura de
degradacdo de cada um dos componentes envolvidos na formagdo das nc/Si-LI+Pp 1X
(Tabela 8). Os perfis obtidos para a percentagem de degradacdo em massa dos compostos
puros presentes nas capsulas e respetiva derivada (indicadora dos picos de degradacao)

podem ser consultados no Anexo E.

Tabela 8 Temperatura de degradacéo carateristica para os componentes usados na formulagéo das capsulas

Temperatura de Temperatura de
Composto usado

degradagéo 1 (°C) degradagéo 2 (°C)
S1 - 420.8
S2 106.3 268.5
Solucgéo de sal organico 145.1 304.2
LI - 454.1
Pp IX 322.3 438

Para quantificar relativamente a presenca de LI e de silica, e confirmar que os
restantes reagentes (S1, S2 e sal organico) tinham sido removidos através da dialise, as
amostras secas em estufa (reagdo de 29 horas) e liofilizadas (reacdo de 168 horas) foram
submetidas a TGA.
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Figura 24 Perfis de TGA obtidos para 2 amostras de capsulas LI-Pp IX e para uma amostra de LI puro. (Legenda: —

Reacdo de 29 horas; =. Reagdo de 168 horas; == LI).

Pela andlise da Figura 24 concluimos que ocorre degradacdo de material apenas

uma vez, sendo que essa degradacdo decorre entre 0os 354 e os 475 °C. Cruzando essa
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informacdo com a da Tabela 8 e com o perfil de degradacdo do LI puro representada,
podemos admitir que essa degradacdo é consistente com a perda de massa do LI com a Pp
IX dissolvida (0,5 mg/mL). Verificou-se ainda que as capsulas obtidas atraves de reagdo de
168 horas possuiam maior percentagem de material por degradar na zona entre os 500 e 0s
600 °C (correspondente a silica).

Foram analisadas 6 amostras de capsulas LI1-Pp IX distintas (2 de 29 horas de reagéo
e 4 de 168 horas de reacdo). Compilando toda a informacdao extraida das respetivas anélises
de TGA, foi possivel estimar a percentagem de LI-Pp IX presente nas mesmas tendo-se
obtido o valor de (96,81 + 0,457) % para a reacdo de 29 horas e de (95,24 + 0,754) % para
a reacdo de 168 horas. Em todas as amostras foi possivel identificar a fracdo de material
por degradar no final da medicéo correspondente a silica (material inorganico) presente nas
nanocépsulas. O valor estimado para silica presente situou-se nos (3,18 + 0,428) % para as
capsulas de 29 horas de reacdo e nos (4,75 = 0,737) % para as capsulas de 168 horas de
reacao (variacdo visivel na Figura 24). A razdo de LI para Si (LI:Si) no caso das 29 horas
de reacdo situa-se no 30:1 e para o caso das 168 horas de reacdo é de 20:1 (aumento na
quantidade de silica formada). As percentagens identificadas como sendo de silica ficaram
aquém das nossas expectativas, ja que em trabalhos anteriores a relacdo Silica/ Material
organico obtida foi superior %. A razdo desta diferenca pode estar simplesmente
relacionada com as diferentes carateristicas fisicas dos dois liquidos i6nicos usados nestes
trabalhos ([Pe6,6,14][NTT2] € [OMIM][NTT,]). Pode ainda dever-se a uma necessidade de
prolongar o periodo de reacdo a que as capsulas estdo sujeitas, aumentar a temperatura de
reacao e/ou aumentar a concentracdo de TEOS adicionado a reacéo.

No seguimento desta conclusdo, e aliada & nossa necessidade de quantificar
efetivamente a massa de liquido idnico presente nas nossas suspensdes de capsulas foram
efetuadas novas medidas de TGA, mas desta vez diretamente as suspensdes de capsulas
(sem remocdo de agua por secagem/liofilizacdo).

Para isso, foram usadas aliquotas homogéneas de aproximadamente 60 pL de cada
uma das receitas completas capsulas em uso (apenas amostras obtidas através de reacdo de
168 horas), permitindo assim inferir a concentragdo de LI presente em cada uma delas. Os
resultados obtidos encontram-se na Tabela 9, em que as amostras se encontram
identificadas segundo uma nomenclatura do tipo Xi_j, em que X € o tipo de amostra (A
corresponde a amostras de capsulas de LI (sem Pp IX) e B corresponde a amostras de

capsulas LI+Pp 1X), i é o identificador da amostra e j diz respeito a uma fracdo da amostra.
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Tabela 9 Dados obtidos através de TGA para as receitas de capsulas completas.

Si
Massa de LI presente Rendimento
. Massa de ) formada Fracdo de  Fragdo de . .
organicos . relativamente . . de solidos Concentragéo
inorganicos . relativamente LI Si B
(L1+S1+ - ao adicionado . reagdo LI (mg/mL)
(Si) (9) a expectada (m/m %) (m/m %)
S2) (9) (m/m %) (m/m %)
(m/m %)
Al_1
- 0,36 0,013 68,28 41,08 96,29 3,71 66,65 12,12
Al 2 (x0,001) (£0,001) (£0,270) (£1,625) (£0,458)  (+0,158) (£0,156) (£0,047)
A2_1
A2_2
- 0,37 0,014 69,51 45,16 96,02 3,98 68,05 12,34
A2_3 (x0,025) (£ 0,004) (+4,686) (+5,850) (£1,308) (x0,470) (+5,486) (£0,832)
A2_4
A3_1
- 0,43 0,014 79,11 39,84 95,97 4,03 79,57 14,58
A3_2 (+0,016) (£ 0,002) (£3,427) (+4,807) (£1,843) (x0,541) (£2,932) (+0,608)
Ad_1
- 0,31 0,021 61,15 55,98 94,42 5,58 58,67 12,70
A4 2 (£0,044) (£ 0,003) (£4,439) (£2,108) (£0,341) (x0,341) (£6,241) (£0,718)
Bl 1
- 038 0,017 71,52 48,88 95,79 4,20 70,16 11,81
B1 2 (+¥0,022) (£ 0,002) (£4,048) (£4,902) (£0,631) (x0,631) (*3,509) (+2,153)
B2_1
0,35 0,021 70,25 76,39 93,89 6,10 67,23 10,18
B2 2 (+0,064) (+0,004) (£9,757) (+8,355) (+0,205) (+0,205) (£9,403) (*1,496)

Esta metodologia, para além de nos ter permitido extrair as concentracdes de liquido
i6nico presente nas diferentes suspensdes de capsulas foi Util para nos elucidar melhor
relativamente as percentagens de silica e liquido i6nico efetivamente incorporadas no
material final, relativamente a quantidade total de cada um dos compostos, envolvida no
inicio da reacdo. Os valores de silica formada (relativamente a expectada) variaram entre
39,84% e 76,39 % e a percentagem de LI integrado variou entre os 68,28% e 79,57 %.
Foram também calculadas as razdes (L1:Si) para cada uma das amostras, tendo-se para estes
casos obtido razdes entre 15:1 e 26:1, verificando-se que existe uma variabilidade
assinalavel entre amostras, que pode advir da amostragem. Esta andlise relativa evidencia
gue 0 componente presente em maior quantidade nas particulas é o LI. Apesar da relagdo
inicial de LI/Precursor de silica (TEOS) ser de 1,23 (mol/mol) o facto da massa molar do
LI (764,01 g/mol) ser muito superior a da silica (60,08 g/mol) explica a discrepancia
relativa (L1:Si) presente na formulacdo final.

Adicionalmente, foi calculado o rendimento de sélidos totais da reacéo (rendimento
de massa) registando-se valores percentuais entre os 58,67% e 0s 79,57%. A excecio do
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rendimento obtido para a amostra A4, os valores de rendimento registados foram superiores
aos obtidos anteriormente atraves da secagem em estufa e liofilizacdo. Conclui-se assim
que este método permite obter resultados mais completos e fidedignos no que diz respeito
a quantificacdo de material das cdpsulas visto que, ao utilizar uma suspensdo de cépsulas
(a0 invés de capsulas previamente secas) garantimos que a sua morfologia permanece
intacta e que o liquido idnico ndo extravasou das capsulas. Apos quantificar a quantidade
de liquido i6nico em cada uma das amostras estas foram usadas nos ensaios de
caraterizacdo das capsulas. A amostra A2 foi usada no ensaio 1 da difusdo de Oz, a amostra
A3 foi usada no ensaio 2 da difusdo de O (alinea 5.3.2) e as amostras A3, A4, Bl e B2
foram usadas nos ensaios de quantificacdo de ROS (alinea 5.3.3).

Adicionalmente, analises de FTIR (Figura 25) permitiram elucidar-nos
relativamente ao material efetivamente presente na superficie das capsulas nas diferentes

condicdes testadas.
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Figura 25 Espetro obtidos através de FTIR do residuo de silica, do [Pss614][NTf2], da Pp IX, de amostra de capsulas
liofilizadas, de amostra de capsulas secas em estufa e de amostra de capsulas em suspenséo.

Foram realizadas analises FTIR ao LI e a Pp IX puros e ao residuo de silica
recolhido no final das sucessivas analises de TGA, confirmando-se indubitavelmente que
esse material inorganico era silica. Na analise FTIR da silica observa-se um pico aos 800

cm e a banda de maior absorvancia encontra-se registada entre os 1000 e os 1200 cm™, o
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que corresponde a vibracéo do grupo (= Si — O — Si =), carateristico da obtengéo de silica
a partir do precursor TEOS pelo método sol-gel 1%, A amostra do [Ps6614][NTf2] exibiu
picos carateristicos intensos entre os 1000 e os 1500 cm™ e na zona correspondente as
ligagBes (C—H) situada entre os 2850-3000 cm™. Por sua vez a amostra de Pp IX revelou
as bandas de estiramento simétricas e assimétricas carateristicas dos anéis pirrolicos
(v(C—H), v(C=C), e v (C=N)) situadas entre os 1200-1500 cm*. Para além disso, exibiu
um pronunciado pico de estiramento aos 1693 cm™, carateristico da ligagdo v(C=0) 1%,
Por comparacdo é facilmente percetivel que a superficie das amostras de capsulas
liofilizadas e secas em estufa encontra-se maioritariamente LI o que corrobora a teoria de
que a extracdo da agua das capsulas (quer por secagem quer por liofilizacdo) provoca a
saida do LI do interior das particulas para a sua superficie. Isto pode advir do facto da razdo
LI/TEOS utilizada na reacdo de formacdo das capsulas (1,23 mol/mol) ser demasiado
elevada, podendo ser necessario aumentar a quantidade de TEOS adicionado a reacéo por
forma a garantir o completo e eficaz revestimento das particulas. Seria ainda necessario
averiguar se 0 aumento na concentracdo de TEOS inicial ndo afetaria negativamente a
utilizacdo das capsulas para PDT.

No caso do perfil obtido para a amostra de capsulas em suspensdo aquosa visualiza-
se um pico aos 1600 cm™ (vibragio H-O—H) e uma banda entre os 3000 e os 3700 cm*
(vibracdo O—H). Estes picos sdo bastante pronunciados e dizem respeito a agua presente na
suspensdo. Entre os 1000 e os 1200 cm™ esta presente uma banda que pode indicar a
presenca de silica a superficie do material (vibragdo do grupo Si-O-Si). E ainda possivel
identificar picos na zona correspondente as ligacdes (C—H) (entre os 2850-3000 cm™?) que
podem indicar a presenca de Pp IX. E assim percetivel que quando em suspensdo as
particulas apresentam uma conformacao superficial distinta daquela que se observa nas
capsulas sujeitas a secagem e liofilizacdo. Como o LI é muito hidrofébico verifica-se que

este permanece no interior das capsulas quando estas se encontram suspensas em agua.

5.3.2 Quantificacdo da absorcdo/libertacdo de oxigénio pelas nanocapsulas de silica porosa

Neste ponto foi estudada a evolugdo da presenca de oxigénio no meio quando nele
eram adicionadas quantidades conhecidas de emulséo de LI/[S1:S2] e de nc/Si-LI+Pp IX.
O ensaio de absorcéo (saturagéo prévia da agua com O- e adi¢do de amostra desgaseificada)
permitiu concluir que tanto a emulsdo como as nanocapsulas previamente desgaseificadas

eram capazes de consumir oxigénio do meio quando este estava saturado em O, gragas ao

68



gradiente de difusdo gasoso provocado no sistema em estudo (Figura 26). Deu-se inicio ao
ensaio desgaseificando a agua e gaseificando-a em seguida para garantir que, aquando da
adic8o da amostra, 0 meio se encontrava saturado em O2 (8,3 ppm). Na Figura 26 confirma-
se a desgaseificacdo prévia (para valores <1 ppm) seguida de gaseificacdo (~8,3 ppm).
Estes valores sdo coerentes com os obtidos para desgaseificacao e gaseificacdo de amostras
aquosas arejadas. Desta forma confirma-se que que a valvula de alivio de pressdo
adicionada ao sistema proporcionou arejamento suficiente ao longo da fase de oxigenacgéo
105,106 - Apesar de ser observavel alguma sobressaturagdo inicial ao longo dos 5 minutos

iniciais da fase de gaseificacdo os valores estabilizam entre os 8 e 0s 8,3 ppm nos minutos

seguintes.
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Figura 26 Ensaio de absorcéo de Oz : a) Com saturagdo prévia da agua e adi¢do de 5 mL de amostra (1:8 (v/v)); b) Com
saturacdo prévia da agua e adicdo de 10 mL de amostra (1:4 (v/v)). (Legenda: A — Adi¢do de 4gua desgaseificada; e —
Adicdo de suspensdo de nanocapsulas desgaseificada; m — Adi¢do de emulsdo de LI desgaseificada). Foram usadas
capsulas de reacdo de 168 horas sem Pp IX.

Foram estudadas duas concentracdes diferentes de amostra adicionada, tendo as
combinag¢bes mais concentradas absorvido mais eficazmente (Figura 26b). Foi também
estudado o efeito da adicdo de amostra de agua desgaseificada, que tera funcionado como
referéncia no meio (H20), tendo-se verificado que para ambas as concentra¢des a adi¢cdo

de agua ndo provocou variagdo significativa da concentracdo de Oz na amostra em estudo.
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Contrariamente, quando se adicionou o volume pré-determinado de emulsdo ou de
suspensdo de nanocapsulas desgaseificadas observou-se uma diminuicdo na concentracao
de Oz disponivel no meio, verificada para ambas as concentracfes em estudo (1:8 (v/v) e
1:4 (v/v) ), mas mais acentuada para 0 caso de concentracdo mais elevada 1:4 (v/v). Essa
diminuicao verificou-se ainda superior quando a amostra adicionada era a emulsdo, o0 que
se deve ao facto desta conter o liquido ionico disperso diretamente na emulsdo, sem
qualquer barreira presente entre o LI e 0 meio em estudo (apenas a interface 4gua/Ll), ao
passo que na suspensdo de nanocapsulas o LI, apesar de estar presente numa concentracéo
ligeiramente superior (previamente quantificada atraves dos dados recolhidos pelo TGA e
apresentada na Tabela 9), se encontra encapsulado, provocando uma maior resisténcia a
difusdo do oxigénio do interior da nanocapsula para o0 meio em estudo.

Para comprovar que o gradiente de difusdo também se verificava no sentido inverso,
foi realizado o ensaio de libertacdo de O>. Neste ensaio, estudou-se apenas uma
concentracdo (0,25 (V/V)).
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Figura 27 Ensaio de libertagdo de O2 com saturagéo prévia da gua e adigdo de 10 mL de amostra (1:4 (v/v)). (Legenda:
A — Adicdo de &gua gaseificada; e — Adicdo de suspensdo de nanocapsulas gaseificada; m — Adigdo de emulsdo de LI
gaseificada). Foram usadas nanocapsulas de reagdo de 168 horas sem Pp IX.

Para este ensaio foi novamente realizada uma referéncia adicionando-se 10 mL de
agua gaseificada ao meio com agua desgaseificada. Neste caso os valores de concentracao
de Oz subiram rapidamente para o valor de saturagdo de 8,3, mantendo-se constantes ao
longo do tempo, como evidenciado na Figura 27. Por sua vez, a adi¢do de 10 mL suspenséo
de nanocépsulas gaseificadas provocou um aumento na concentracdo de O superior ao
registado quando se adicionou apenas agua, entre os 20 e 0os 35 minutos. Isto verifica-se
atendendo a que ndo s6 ha uma rapida difusdo de oxigénio proveniente da agua da

suspensdo, como também ha difusdo simultanea de oxigénio proveniente das nanocapsulas
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de LI. Apos os 20 minutos iniciais do ensaio registou-se uma tendéncia para estabilizacéo
dos valores de concentracdo de oxigenio no valor de saturacao de 8,3.

Por sua vez, a adicdo de 10 mL de emulsdo de LI provocou um comportamento
distinto, caraterizado por um aumento répido de presenca de O no meio durante 0s
primeiros 5 minutos, contrariado de seguida por uma diminuicdo que se prolongou pelos
20 minutos seguintes (zona de transi¢cdo). Esta diminuicdo pode ter sido causada pela
difusdo de oxigénio predominante se estar a realizar no sentido do consumo do O pelo
liquido idnico, provocado pela diluigdo da emulsdo. Apds os 25 minutos de estudo iniciais,
a concentragdo de O registou uma tendéncia de estabilizacdo para valores proximos do
valor de saturagédo de Oz em agua a 25 °C.

Este ensaio comprovou que a difusdo de oxigénio se pode dar no sentido
nanocapsulas/emulsdo gasificada(s) — meio aquoso desgaseificado, verificando-se uma
estabilizag&o dos valores de concentragdo de Oz proximos do valor teorico de saturagéo de
oxigénio em agua a 25°C.

O calculo dos Ka (coeficiente de difusdo de oxigénio) associados a estas medicdes
permitiu quantificar comparativamente a eficiéncia de difusdo de oxigénio para os
diferentes casos estudados (Tabela 10). O Kiai, que apresenta valores de maior modulo,
diz respeito a fase mais critica da difusdo de oxigenio, caraterizada por uma rapida variacao
motivada pelo gradiente de pressdo de oxigénio que se estabelece entre a amostra
adicionada e 0 meio aquoso inicial. O Kiaz corresponde a fase de transicéo entre a fase
inicial e a fase final de estabilizacdo, por sua vez caraterizada pelo Kias, que tende a
apresentar valores proximos de zero. No Anexo E encontra-se o célculo dos Kia’s para dois

casos experimentais especificos.

Tabela 10 Quantificagdo comparativa da eficiéncia de difusdo de oxigénio para os diferentes casos estudados, através
dos Kua.

Amostra V de 4gua V amostra LI Kla_1 Kia_2 Kia_3
testada inicial [mL] adicionado [mL] [mg/mL] [min ] [min 1] [min 7]

Agua 35 5 0 0,04 - -

Agua 30 10 0 0,02 - -

Ensaio .
de Emulséo 35 5 1,39 -0,32 -0,04 -0,003
absorgéo

de O, Emulséo 30 10 2,77 -1,10 -0,03 -0,064
Cépsulas 35 5 1,54 -0,34 -0,03 -0,017
Cépsulas 30 10 3,09 -0,59 -0,08 -0,002
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Continucéo da Tabela 10

Agua 30 10 0 1,90 -0,09 0,006
Ensaio
. de ~  Emulséo 30 10 2,77 1,52 -0,13 0,046
libertaca
o0de O,

Cépsulas 30 10 3,61 0,53 -0,23 0,006

No ensaio de absor¢do os Kia’s tomam valores negativos, em consequéncia da
difusdo de oxigénio se dar no sentido do seu consumo do meio em estudo. Inversamente,
no ensaio de libertacdo o Kra: toma valores positivos, visto que a difusdo do oxigénio se
da no sentido do seu aumento no meio em estudo. Por sua vez, o Kpa, toma valores
negativos ja que para este ensaio a zona de transicdo é caraterizada por uma diminuicdo na
presenca de oxigénio que é depois contrariada, assistindo-se a um aumento que tende para
a concentracdo de saturagdo do O2 no meio (~8,3 ppm). Na Figura 28 encontra-se a
representacdo esquematica dos valores obtidos para o Kpa; (coeficiente de variacdo mais

critico e de mddulo mais significativo) para efeitos comparativos.
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Figura 28 Representacdo comparativa dos valores de K a; obtidos para os diversos ensaios. a) K.a; em fungdo da
concentracéo de LI no ensaio; b) K a; em funcéo do volume de amostra adicionado; (Legenda: A — Adigdo de agua desgaseificada; o -
Adicao de suspensdo de nanocépsulas desgaseificada; o - Adicdo de emulsdo de LI desgaseificada; A — Adicdo de 4gua gaseificada; e
— Adicéo de suspensdo de nanocapsulas gaseificada; m — Adicdo de emulséo de LI gaseificada).

No ensaio de adicdo de amostras desgaseificadas (icones vazios) quando se
adicionou apenas 5 mL de amostra a constante difusiva apresentou valores muito préximos,
tanto para o caso da emulsdo (o) como das nanocapsulas (o). Quando se aumentou o
volume de amostra a teste, a constante de difusdo aumentou para ambos 0s casos, tendo a
emulsdo sido aproximadamente duas vezes mais eficaz a consumir Oz do meio. No ensaio
inverso, de adicdo de amostras gaseificadas ao meio desgaseificado (icones preenchidos),

a amostra de agua foi a que mais rapidamente difundiu oxigénio para 0 meio. Ja entre as
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nanocapsulas e a emulsdo verificou-se que nos momentos iniciais a emulsdo difundia o
oxigénio para o meio cerca de trés vezes mais rapido. Isto pode dever-se ao facto das
capsulas possuirem o revestimento poroso de silica e este ser responsavel por dificultar a
difusdo de oxigénio.

E importante salientar que este método requer material muito preciso e para maior
controlo das condigdes experimentais deviam ser adicionados a montagem experimental
caudalimetros e medidores de pressdo. A precisdo do método esta ainda intimamente
dependente do tempo de resposta da sonda de oxigénio dissolvido 1%,

5.3.2 Quantificacdo da atividade oxidante das nanocéapsulas de silica porosa

Pelo esquematizado na Tabela 7 da seccdo de materiais e métodos, foram
inicialmente realizados estudos para determinar a atividade antioxidante da Pp IX
dissolvida em etanol desgaseificado, quando excitada a 532 nm e 406 nm por 5 minutos.
Foi adicionado DPPH a mistura e foram efetuadas medicGes no espetro UV-VIS de 10 em
10 minutos ao longo de 60 minutos. Constatou-se que ndo houve varia¢fes consideraveis
no pico de absor¢do do DPPH nem da Pp IX para este caso, confirmando-se a necessidade
de existéncia de O, no meio para despoletar a atividade antioxidante da Pp IX (Anexo E 1
e 2).

Face a estes resultados, realizou-se novamente a andlise para 5 minutos de
irradiacdo, mas desta vez a amostra ndo foi desgaseificada. A variacdo nos perfis de
absorcdo do DPPH para este caso foi evidente (Figura F 3 e 4), tendo o laser de 532 nm
sido mais eficiente na producdo de ROS, causando o maior decréscimo de absor¢do aos
517 nm. Antes de se proceder a fase seguinte realizaram-se ainda testes usando o laser de
532 nm irradiando durante 5, 10 e 20 minutos e ainda um teste sem irradiacao prévia para
comparacdo (Figura F 5, 6, 7 e 8). Estes testes ndo revelaram variacdo significativa entre
eles, tendo-se selecionado os 10 minutos como intervalo de tempo de irradiacdo para 0s
futuros ensaios. Inversamente ao que ocorre com o pico de absor¢do do DPPH, em todos
os estudos descritos anteriormente foi possivel distinguir um aumento gradual no pico de
absorcdo da Pp IX aos 402 nm ao longo dos 60 minutos de analise. Este resultado, para
além de comprovar que a Pp IX ndo degradou na presenca de ROS permite concluir que
esta continua a ser excitavel ao longo de sucessivos momentos de irradiacdo com luz

visivel.
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Apbs a selecdo do laser de 532 nm e do intervalo de tempo de irradiacdo de 10
minutos foram realizados testes cinéticos, exclusivamente para a absor¢do aos 517 nm, com
0 objetivo de decidir se a adicdo do DPPH deveria ser feita antes ou depois da irradiacéo
com o laser de 532 nm. Verificou-se que o perfil de absorcéo era mais linear e o estudo era
mais eficaz quando o DPPH era adicionado antes da irradiacdo tendo sido essa a ordem
experimental utilizada nos testes com as suspensdes de capsulas.

ApOs estes testes iniciais, passou-se para 0s testes com as suspensfes de
nanocépsulas, especificamente para o comprimento de onda de absor¢do do DPPH (517
nm). Decidiu-se alargar o tempo de ensaio para 820 minutos, para assim verificar se ao fim

desse intervalo de tempo a Pp 1X ainda estava em atividade.
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Figura 29 Representagdo dos dados obtidos através do espetro UV-VIS e devidamente tratados para o ensaio com DPPH.
(Legenda: (--) Pp IX em etanol; (— —) Suspensdo de nanocapsulas sem O adicional; ('« ) Suspensdo de nanocapsulas
saturada com Oz; (—) Suspenséo de particulas de silica.

Na Figura 29 estdo exibidos os resultados obtidos relativamente a producdo de ROS
pelas nanocapsulas em suspensdao aquosa. Os 10 primeiros minutos ndo se encontram
representados no grafico pois dizem respeito ao tempo de irradiacdo com o laser. Da anélise

do grafico extraem-se os seguintes valores (Tabela 11).
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Tabela 11 Variacdo dos valores de absorvancia registados para os testes efetuados com DPPH.

Valor maximo de Valor final de Diferenca percentual
absorvancia (Abs) absorvancia (Abs) (%)

Pp IX encapsulada sem 1,49 +0,161 0,71 £0,206 52,70

O adicional

Pp IX ~ encapsulada 1,20 + 0,299 0,73 0,09 39,46

com Oz adicional

Pp IX livre (dissolvida 162 0.95 4154

em etanol)

Silica ) MCM em 0.55 0,46 15,22

suspenséo

Como o LI das nanocépsulas também apresenta alguma absor¢do no comprimento
de onda de 517 nm, para obter a absorc¢éo efetivamente causada pela reagdo do DPPH com
o singleto de oxigénio, produzido pela excitacdo da Pp IX (atividade oxidante da Pp 1X),
os graficos de absorcao respeitantes as suspensdes de nanocapsulas de LI (nc/Si-LI) foram
subtraidos aos graficos de absor¢édo das nanocapsulas de LI-Pp IX (nc/Si-LI+Pp IX) através
do software do espetrofotometro UV-VIS.

Para efeitos comparativos, mediu-se o espetro de absor¢cdo apds excitacdo de uma
amostra de Pp IX pura, diluida em etanol na concentragdo tipicamente encontrada nas
nanocapsulas em estudo (0,5 mg/mL). Verificou-se que o material encapsulado (nc/Si-
LI+Pp 1X com e sem O adicional) provoca uma atividade oxidante mais intensa do que a
Pp IX em estado livre, tendo-se assistido a uma maior diminui¢do da absorvancia ao longo
dos 820 nm para os casos das experiéncias com Pp IX encapsulada (valores finais de
absorcdo muito proximos e inferiores ao da Pp IX em estado livre), o que pode estar
relacionado com a presenca aumentada de O nas nc/Si-LI+Pp 1X (gragas a capacidade do
LI de reter oxigénio molecular). Comparando o desempenho das nanocapsulas com e sem
O- adicional podemos ainda concluir que durante os 300 minutos iniciais de reacdo as
nanocépsulas com Oy adicional registaram uma absorvéancia inferior, 0 que revela uma
atividade oxidante mais pronunciada (durante os primeiros 300 minutos). Apds os 300
minutos a atividade oxidante permaneceu bastante semelhante para ambas as amostras de
nanocépsulas em estudo (com e sem O adicional). Apesar de tudo, era esperado que as
nanocépsulas com O adicional tivessem apresentado uma variagdo percentual maior do
que as nanocépsulas sem Oz adicional, o que n&o se verificou. Isto pode ter sucedido porque
os valores registados ndo representam a variagao durante a fase inicial de irradiagdo com o
laser (os primeiros 10 minutos). Assim, durante esta fase € possivel que o DPPH esteja a
reagir com os ROS formados, causando uma diminuicdo na sua disponibilidade para

reacdo, mas os valores de absorvancia so estdo a ser monitorizados a partir dos 10 minutos.
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Adicionalmente, foi ainda medido o espetro de absorcdo de uma amostra de silica
MCM (pariculas de silica mesoporosa ¢=0,5 mg/mL) que permitiu concluir que a silica
praticamente ndo reage com o DPPH, j& que 0 seu espetro registou poucas alteraces ao
longo do decorrer da experiéncia (diferenca percentual de apenas 15,22 % ao longo dos
820 minutos).

Os dados recolhidos para esta experiéncia apresentam desvios padrdo associados de
modulo bastante elevado, o que nos leva a concluir que o seu procedimento deve ainda ser
otimizado para que os resultados sejam mais conclusivos. O facto das nanocépsulas se
encontrarem em suspensdo durante as medi¢es no UV-VIS é um fator limitante deste
método, ja que € possivel que o feixe emitido pelo aparelho esteja a interagir com particulas
em movimento na amostra, resultando assim em medi¢Oes incorretas ao longo do ensaio.
Para além disso é possivel que o DPPH esteja a adsorver na superficie de silica das
nanocapsulas, ndo reagindo devidamente com os ROS presentes na amostra.

Foi ainda realizado um ensaio recorrendo a um outro composto muito usado na
literatura, 0 DPBF. Neste caso, verificou-se que as nanocépsulas com Pp IX (nc/Si-LI+Pp
IX) provocavam uma tendéncia superior de decréscimo na absorvancia do DPBF, motivada
pela presenca de radicais provocados pela irradiacdo da Pp IX a 532 nm (Figura 30). No
entanto, uma vez que foram usadas nanocapsulas em suspensdo, as limitacdes apontadas
no ensaio anterior continuam a verificar-se para este teste, havendo necessidade de se
estabelecer um protocolo em que a amostra a estudo ndo apresente particulas em suspenséo.
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Figura 30 Representagdo dos dados obtidos através do espetro UV-VIS para o ensaio com DPBF. (Legenda: (—) capsulas
de reagdo de 168 horas de LI (concentragdo: 11,81+2,153 mg/mL); (e-) capsulas de reacdo de 168 horas de LI+Pp IX
(concentragdo: 10,18+1,496 mg/mL)

Uma alternativa seria irradiar uma amostra de suspensdo de capsulas e

posteriormente centrifugar a amostra, utilizando para o ensaio espetrofotométrico apenas o
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sobrenadante resultante da centrifugacdo, prevenindo assim as incertezas de medida
causadas pela presenca de particulas em suspensdo na amostra e a presenca de silica que

poderd adsorver o composto radical utilizado.
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Conclusao

Este trabalho tinha como objetivo a sintese e caracterizacdo de uma nova
formulacdo de nanocépsulas para aplicacdo em terapia fotodindmica. Entre os principais
constituintes das nc/Si-LI1+Pp IX estdo a Pp 1X dissolvida no liquido iénico que foi por sua
vez encapsulado nas nanocépsulas de silica porosa através de métodos de microemulsédo e
técnicas de sol-gel. Estes materiais foram selecionados pelas suas propriedades Unicas e
por serem biocompativeis e ndo tdxicos para 0 organismo humano, permitindo uma
aplicacdo segura e capaz de servir de alternativa as formulacGes ja aprovadas para fins
terapéuticos.

A imobilizagéo do LI+Pp IX dentro das nanocéapsulas foi bem sucedida, no entanto
esta era apenas garantida quando as nanocapsulas se encontravam em suspensdo aquosa
visto que a integridade das capsulas era afetada aquando da sua secagem. Assim sendo, esta
formulagdo apresenta-se vidvel para utilizacdo em trabalhos futuros, com a condicionante
de ter que se manusear o material obtido em suspenséo aquosa.

Adicionalmente, foi avaliada a capacidade das nc/Si-LI e da emulsdo de LI para
absorver e libertar O2, visando explorar o seu potencial para intensificar a atividade
oxidante da Pp IX, quando irradiada. Ambas as amostras sujeitas a este teste revelaram ser
capazes de capturar e difundir oxigénio, sendo a constante de difuséo de O, (Kra) superior
no caso da emulsdao. Comprovou-se assim a capacidade do [Pes6,14][NTf2] de absorver
eficazmente O, tanto na sua forma “livre”, em emulsdo como na sua forma encapsulada.

Finalmente a viabilidade das nc/Si-LI+Pp IX para producdo de espécies reativas de
oxigénio foi analisada através de ensaios preliminares de oxidacdo com DPPH, realizados
apos irradiacdo prévia das nanocapsulas com luz visivel. Nestes ensaios provou-se que a
irradiacdo das nanocapsulas despoletava a producdo de ROS e que, quando previamente
saturadas em O as nanocépsulas conduziam a um efeito oxidante mais intenso durante 0s
primeiros 300 minutos de reacdo. Apesar destas conclusdes é necessario otimizar o método,
ja que os resultados apresentam uma incerteza associada de médulo muito elevado.

As condi¢des experimentais para a realizacao destes ensaios estdo a ser otimizadas

e deverdo ser repetidos num futuro proximo.
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Trabalhos futuros

Ao longo do desenvolvimento deste trabalho de dissertacdo foram surgindo algumas
opcOes de melhoria relacionadas com procedimentos experimentais que, por limitacéo
temporal n&do foi possivel concretizar. Algumas dessas op¢des consistem nas seguintes:

- Tentar reduzir a aglomeracéo das nc/Si-LI+Pp 1X. Neste sentido podem ser adotadas duas
estratégias: ajustar algumas condic¢des da sua sintese como por exemplo aumentar o volume
de dgua usado (suspensdo mais diluida leva ao menor contacto particula a particula). Poder-
se-ia ainda aplicar ultrassons as nc/Si-LI+Pp IX ja sintetizadas, promovendo a dispersao
das particulas no meio;

- Utilizar uma outra mistura de surfatantes que aumente a eficacia de emulsificacdo do LI,
ou testar um LI diferente;

- Aumentar a quantidade de TEOS inicialmente adicionado a reacdo por forma a garantir o
completo revestimento das particulas com Silica, impedindo assim o extravasamento do
LI

- Adicionar um marcador fluorescente as nc/SI-LI+Pp IX que permita, para além do
tratamento, a utilizacdo das nanocapsulas em imagiologia e diagndstico (funcéo
terandstica);

- Adicionar a formulacdo elementos modificadores que aumentem a biocompatibilidade
como 4&cido folico e/ou outros funcionalizadores poliméricos (PEG, PLGA)
biocompativeis;

- Realizar microscopia de STEM para obter uma visdo mais detalhada da morfologia das
nanocéapsulas;

- Realizar testes de imunocompatibilidade das nc/Si-LI+Pp IX e testes in-vivo para avaliar
a reacdo de organismos vivos aos materiais propostos neste trabalho;

- Melhorar as condi¢des experimentais do ensaio de difusdo de oxigénio com recurso a
caudalimetros e medidores de pressdo para controlar o fluxo de Oz e No.

- Testar a incorporacdo das nc/Si-LI+Pp IX numa matriz de hidrogel para aplicacdes
topicas;

- Realizar os testes de quantificacdo de ROS atraveés de espetroscopia de SPR e EPR. Testar

também outros marcadores antioxidantes utilizados na literatura como o ADPA;
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- Realizar a espetrofotometria de UV-VIS apenas ao sobrenadante da amostra de suspenséo
de cépsula, para evitar a incerteza de leitura causada pelas capsulas em suspensao e evitar

a adsorcdo do marcador antioxidante a capsula de silica das nanocépsulas.
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Anexos

Anexo A

Anexo Al — Representagdo esquematica dos meios de acdo da PDT e principais agentes
envolvidos no processo.
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Figura A 1 Danos irreparaveis ocorrem nas macromoléculas celulares e provocam a morte celular via apoptose, necrose
ou autofagia, acompanhada de inducéo de inflamagcéo local aguda que participa na remocao das células mortas e contribui
para a recuperagdo da homeostase sistémica. Adaptado da referéncia 1.

Anexo A2 — Representacao grafica do espetro de absorcéo da Protoporfirina 1X.

1,15 S
o . e
|5 fﬁ‘-v\ Banda Soret Ppix
5 085 - A
= doo
2 gss /
e / \ Bandas Q
205 1/ \ . A |
= A Vo '

'ﬂ,ﬂE T —— —  E— E—

350 400 450 500 550 600 50 700

Comprimento de onda (nm)
Figura A 2 Espetro de absorcéo da Pp IX obtido através de um ensaio realizado no espetro UV-VIS do laboratério GSP
(Green and Sustainable Processes) da UC para uma amostra de concentra¢do 0,002 mg/mL em etanol.
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Anexo B - Concentracdo micelar critica para varios sistemas de surfatantes

Tabela B 1 Resultados experimentais dos ensaios de tensdo superficial (y, mN/m) em fungdo da concentracdo total de
surfatantes (C, mM) para todos os sistemas estudados. Os dados obtidos nesta tese encontram-se a negrito.

) oy CMC
Sistema C (mM) v (mN/m)
(mN/m) A B C
6,000 35,62 0,381
5,000 35,64 0,461
4,000 35,73 0,460
3,000 35,75 0,434
2,000 36,05 0,861
$11:521:S31 " 1000 %602 1,065 0,156 0,139 1,000
0,500 36,10 1,098
0,250 37,02 1,960
0,150 37,50 2,500
0,075 42,89 0,496
0,010 50,89 1,697
0,000 7145 0,029
6,000 34,22 0,317
5,000 33,97 0,023
4,000 33,87 0,225
3,000 33,87 0,390
2,000 34,79 0,338
512:522:532 1,000 35,33 0,568 0,213 0,220 1,000
0,500 34,44 0,017
0,250 32,11 0,342
0,010 48,73 2,524
0,005 51,54 2,768
0,000 72,40 0,000
6,000 29,86 0,529
5,000 29,87 1121
4,000 30,32 0,994
3,000 31,78 0,950
2,000 33,00 1,148
$15:523:S33 1,000 34,31 0,225 0,297 0,274 1,000
0,500 34,13 2,196
0,250 37,04 1,440
0,010 42,34 0,157
0,005 56,53 2,283
0,000 71,09 0,475
6,000 26,81 0,559
5,000 27,37 1,131
4,000 27,51 0,834
3,000 28,07 1,315
$14:504:854 ™ 2,000 2897 1846 0,546 0,435 1,000
1,000 29,34 0,078
0,500 31,12 3,019
0,250 33,74 1,725
0,070 39,87 2,779
0,000 72,40 0,000
6,000 24,89 0173
S15:525:835 5000 25,00 0.509 0,240 0,190 2,000
4,000 24,94 1,284
3,000 26,00 1,874

94



2,000 27,36 1,904

1,000 29,86 0,701
0,500 36,16 1,181
0,250 39,66 0,310
0,150 40,60 0,395
0,075 41,66 0,561
0,010 55,05 2,476
0,000 71,09 0,475
6,000 22,27 0,205
5,000 22,20 0,707
4,000 21,55 1,344
3,000 20,69 0,007

S16:S26:S36 2,000 21.% 0,308 0,669 0,509 2,000
1,000 24,96 0,099
0,500 27,92 0,898
0,250 36,69 1,782
0,070 40,94 1,216
0,000 72,40 0,000
6,000 24,57 0,371
5,000 23,98 0,052
4,000 23,77 0,394
3,000 23,45 0,233
2,000 24,09 0,441

$17:827:8s7” 1,000 26,62 0,057 0,330 0,309 2,000
0,500 34,11 1,372
0,250 37,15 0,913
0,150 43,49 1,767
0,075 48,69 0,424
0,010 66,52 3,484
0,000 71,09 0,475
6,000 23,12 1,235
5,000 22,71 1,409
4,000 21,93 1,645
3,000 17,88 1,595
2,000 17,23 1,798

S16:526:S3s " 1,000 23,82 3,551 0,562 0,435 2,000
0,530 34,44 1,506
0,247 41,27 1,289
0,114 4751 0,429
0,052 52,76 0,521
0,023 56,84 1,151
0,000 71,45 0,029

= Dados obtidos por Sylvia Sousa, “Membranas de base PVA mais eficientes para a captura e separagdo de gases.”,
dissertacdo do MIEQ, 2016 — 2017 & Mariana Silva, “Novos materiais para oxigenagdo melhorada de culturas de células
e de scaffolds para engenharia de tecidos” , dissertagdo do MIEB, 2017 — em curso;

=Dados obtidos por Gustavo Marques, “Instrumentos biomédicos com capacidade de oxigenacdo aumentada”,
dissertagdo do MIEB, 2017 — em curso.

Uma vez que as concentracdes relativas de surfatantes ndo podem ser reveladas, no sentido
de possibilitar a comparacao entre cada sistema sdo apresentadas os seguintes critérios: S1,1 > S1,2
>S1,4>S51,6;S1,2=S1,3;S1,4=S15;S16=S1,7;S1,8=0; S2,1=52,3=S25=52,7=S2,8 =
0; S2,2 =S2,4 = S2,6; S3,1 = S3,2 = 0; S3,3 = S3,4; S3,5 = S3,6; S3,3 < S3,5<S3,7<S3,8. O
sistema nomeado por S12:S22:S32 corresponde ao sistema (2) [S1:52:0] referido neste trabalho e o
sistema S16:S2,6:S3,6diz respeito ao sistema (1) [S1:52:S3].
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Anexo C — Dados obtidos através de DLS

Apo0s a obtencdo dos dados pelo DLS estes foram sujeitos a uma anélise que foi
transversal a todos os elementos do grupo GSP e cujos resultados se encontram nas tabelas
C1 e C2. Por cada medicédo foram recolhidos 5 valores e destes selecionaram-se apenas 4,
3 ou 2, escolhidos tendo em conta um critério pré determinado, que para além de se basear
na proximidade entre os valores obtidos, valorizou ainda a semelhanga entre as curvas de
dispersao obtidas referentes a cada valor. Para além disso, por cada medicdo, o software
Zetasizer apresenta-nos dois resultados distintos que provem de duas analises efetuadas
pelo software: a analise de dispersédo (valor do pico médio) e a analise de cumulantes (valor
de Z-average). Essas analises diferem entre si, sendo que a anélise de dispersdo tem em
conta a média e os desvios padrdo associados aos valores extraidos durante a totalidade da
medicdo, enquanto a analise de cumulantes se fundamenta na obtencdo de uma equacéo de
decaimento exponencial que é ajustada a parte inicial de uma funcdo de autocorrelacéo
(ACF). Este método é menos vulneravel a presenga de ruido que os outros algoritmos, no
entanto ndo pode ser utilizado para amostras com valores de dH heterogéneos, sendo
adequado apenas para casos de baixa dispersdo, caraterizados por picos de banda estreita
(variacdo de menos de 100 nm) e PDI inferior a 0,1. Nas tabelas seguintes estéo
discriminados os valores obtidos segundo estas duas metodologias de analise para todos 0s
sistemas estudados pelo grupo GSP.
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Tabela C 1 Resultados experimentais dos ensaios de DLS efetuados as emuls6es de PFD para todos os sistemas estudados pelo grupo GSP da UC. Apresenta-se o dH (nm) das particulas em
funcéo do tempo de sonicacdo (min) para a cinética de formagéo (0 horas) e para a cinética de degradacéo (4, 24 e 48 horas). Os resultados obtidos nesta tese encontram-se a negrito.

Cinética de Formacgao

Cinética de Degradacao

Instante (0 horas) 4 horas 24 horas 48 horas
At Pico Desvio Z- Desvio Pico Desvio Z- Desvio Pico Desvio Z- Desvio Pico Desvio Z- Desvio
Sistema sonica médio padrdo | average | padrdo médio padrdo | average | padrdo médio padrdo | average | padrdo médio padrdo | average | padréo
(r%”:?]) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm)
5 285,2 11,81 227,6 0,49 279,5 1,20 256,9 0,61 343,9 0,85 295,8 2,19 489,9 36,42 395,3 3,39
10 257,9 8,49 219,2 2,40 280,3 8,70 2441 0,35 337,0 4,81 317,7 2,69 363,7 2,51 3234 7,54
1115018, " 15 270,5 13,72 232,7 1,48 285,2 5,43 247,1 1,95 325,3 2,15 275,7 2,69 363,6 8,98 316,8 1,41
S 20 262,9 1,56 234,1 5,59 269,8 5,80 2234 1,27 3219 13,15 278,3 0,99 388,8 7,85 3235 3,25
25 330,1 7,21 263,0 7,00 291,2 0,78 275,3 3,39 345,6 2,83 276,1 1,41 393,7 3,11 366,0 2,90
30 283,5 4,42 237,8 5,01 292,3 2,42 248,0 7,47 3357 1,05 290,2 3,26 368,6 20,65 337,6 6,43
5 259,0 4,31 190,6 0,00 251,9 2,90 216,5 0,64 310,9 5,52 259,2 2,19 282,1 1,06 282,1 1,06
10 230,9 5,37 195,1 3,11 257,2 2,83 217,0 0,99 298,9 4,24 259,0 3,39 280,4 0,21 2804 0,21
12822502 15 230,7 2,12 196,6 1,48 266,3 4,38 230,4 3,32 307,5 21,40 263,8 3,40 298,2 7,99 298,2 7,99
e 20 273,8 3,18 226,1 3,96 257,7 0,78 2234 2,33 298,2 0,14 272,2 6,08 301,9 3,75 301,9 3,75
25 240,7 4,60 218,0 6,65 256,6 2,76 229,9 7,21 318,9 10,11 269,1 5,37 302,6 1,63 302,6 1,63
30 235,5 3,32 210,1 5,30 2404 2,62 237,5 7,42 309,8 7,85 273,1 0,92 310,1 8,41 310,1 8,41
5 208,4 1,91 164,0 0,92 2148 3,14 183,3 7,32 2514 4,22 218,7 1,30 2814 1,13 2434 1,84
10 190,1 8,41 162,7 0,99 206,6 3,99 177,5 1,22 251,6 1,70 221,7 3,68 282,3 4,05 2418 4,80
S15:609:550" 15 2131 4,53 169,3 2,83 2104 7,96 183,0 5,00 259,5 9,33 2246 3,96 279,5 1,64 2445 1,63
S 20 202,1 1,91 175,5 5,16 209,5 1,27 188,3 2,90 252,5 6,65 228,1 0,28 293,0 7,76 255,7 7,02
25 180,2 0,28 197,7 21,50 228,7 0,71 187,8 1,27 262,9 16,05 229,5 3,89 285,4 5,44 252,1 5,73
30 194,0 111 177,3 2,22 2146 2,55 186,0 1,13 252,6 16,12 229,3 6,65 284,9 6,01 261,2 16,33
5 227,3 13,58 191,5 2,83 191,0 2,80 158,7 1,56 202,3 2,26 175,7 1,27 224,0 0,71 195,2 0,64
10 192,8 2,33 178,2 8,49 2014 4,65 165,3 3,60 2217 1,77 185,5 1,84 2349 0,92 204,3 0,35
S14S24°Saa” 15 204,1 1,98 177,8 1,84 210,8 3,32 177,7 0,42 218,1 4,95 1948 0,42 229,9 1,98 215,7 3,46
e 20 209,0 0,92 177,2 2,05 207,1 4,53 179,6 1,41 234,3 0,42 199,0 1,20 243,6 5,26 219,7 5,48
25 212,0 3,81 186,3 5,55 2134 3,25 176,6 1,34 2351 0,71 200,7 3,18 234,2 1,20 2205 6,58
30 202,7 2,55 182,5 1,13 217,3 3,54 179,3 0,85 229,3 1,36 201,6 3,49 245,0 6,65 2259 1,48
5 249,0 13,72 228,5 1,48 2317,7 3,39 2174 0,35 2433 12,59 209,9 1,56 251,2 6,65 2229 1,56
10 194,8 7,85 177,3 1,41 200,6 7,42 180,2 0,85 199,5 24,61 191,4 2,05 213,1 0,21 196,1 5,02
15 177,3 0,00 171,1 5,59 185,4 4,95 170,1 3,25 186,0 16,62 181,6 7,78 202,9 1,56 184,1 2,12
S15:525:835 20 164,6 3,75 157,3 1,98 174,8 3,39 161,0 0,92 180,1 15,49 175,0 1,41 189,5 10,54 180,5 1,70
25 158,0 1,27 154,6 5,63 153,7 3,32 162,3 6,72 171,2 6,72 169,8 5,52 175,0 8,70 176,2 4,81
30 157,6 2,76 148,6 0,57 159,3 1,77 146,2 2,19 157,3 4,17 163,2 3,68 170,5 5,09 171,3 1,20
35 1455 2,62 149,5 6,58 156,1 4,70 150,2 5,40 154,3 6,58 1515 3,89 164,1 14,14 162,0 2,55
5 297,3 10,04 2239 0,64 312,7 0,99 257,9 2,05 314,7 0,71 2734 2,47 4459 5,37 356,2 2,05
S16:526:536" 10 267,0 5,44 242,0 3,68 297,9 6,72 2333 0,49 328,2 7,07 287,1 5,09 3424 7,35 304,3 0,35
15 2717 4,53 230,4 4,17 269,2 6,51 251,5 3,89 318,8 7,71 288,8 4,67 325,2 2,76 316,7 5,02
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20 299,0 8,31 270,2 2,42 286,8 14,64 2418 3,75 337,9 10,18 280,8 3,68 3500 | 247 3096 | 4,82
25 253,8 4,32 259,0 24,28 276,3 1,84 231,7 2,83 318,5 7,99 279,3 1,84 325,6 8,63 310,9 8,41
30 280,0 3,89 252,1 10,11 281,2 2,62 259,7 19,94 326,4 11,03 286,0 2,19 336,3 3,89 3194 0,28
5 269,3 7,21 2214 3,39 276,2 0,85 246,1 0,42 305,9 12,16 270,1 1,13 314,5 29,56 315,6 5,52
10 266,2 20,51 230,6 1,77 276,9 9,19 233,9 5,562 312,1 11,88 276,0 3,25 324,6 9,10 317,2 7,13
P 15 269,0 34,08 232,2 3,96 268,9 2,26 241,7 1,91 318,5 1,48 301,8 0,78 333,2 0,00 320,6 16,48
R 20 262,0 2,19 246,2 0,85 383,2 7,42 380,4 5,59 352,0 9,33 299,3 9,33 351,6 8,77 3324 7,28
25 263,0 5,94 243,0 0,92 260,6 7,35 241,1 3,75 322,2 7,85 323,2 BI5Y 335,3 9,33 311,5 5,30
30 261,4 2,37 238,2 7,08 283,7 1,10 249,2 18,85 320,5 2,12 2722 0,42 344,2 27,15 301,6 1,70
5 305,1 91,10 150,9 31,10 236,7 3,00 176,7 29,20 265,8 13,90 1754 24,40
10 219,9 18,10 184,5 9,10 242,1 9,00 208,5 6,30 273,8 10,40 227,6 5,10
S1e:SaeSas™ 15 226,9 5,30 189,5 5,50 252,3 1,60 2224 2,80 270,7 12,90 2272 9,40
e 20 237,5 7,40 199,5 2,00 258,2 17,20 221,17 11,80 285,7 2,20 246,5 2,70
25 258,9 7,50 209,5 2,70 246,7 1,90 218,0 2,00 326,5 21,90 2749 12,80
30 249,1 8,80 219,1 8,10 260,8 7,10 230,0 8,90 281,8 8,30 248,0 7,50
5 227,5 8,45 228,0 46,56 218,6 4,54 166,9 27,97 242,3 22,31 185,5 18,87
10 226,7 6,95 184,9 3,72 220,0 4,78 186,7 4,50 234,0 15,61 206,1 19,29
S10:S20:Sa0 15 233,6 4,18 191,1 7,46 236,7 8,17 2014 8,29 256,2 8,31 224,2 1,69
S 20 238,7 12,04 198,9 7,67 2444 3,30 212,8 0,67 261,7 3,34 229,3 6,35
25 238,9 5,19 196,2 3,00 254,0 17,50 214,0 10,40 260,3 1,68 2246 2,61
30 238,8 7,08 205,2 9,72 2458 2,87 2117 3,00 259,9 4,45 231,1 8,52
5 223,6 3,39 186,4 3,61 209,9 2,57 181,9 0,99 228,5 5,20 199,6 2,31 247,0 2,05 220,1 3,61
10 202,9 12,66 188,7 1,13 212,6 3,70 185,2 0,85 232,9 13,58 206,0 1,98 2443 3,50 2148 2,57
S1,10:82,10: 15 223,2 5,57 198,4 4,11 227,1 3,25 195,3 1,59 228,1 7,07 210,1 0,85 247,1 3,60 2243 2,61
Sa10” 20 230,1 1,13 189,4 2,26 216,6 0,42 190,8 0,85 233,6 0,42 211,6 1,91 249,4 2,83 222,2 6,22
25 192,0 141 205,7 9,26 234,6 5,66 196,7 0,07 233,8 0,07 2178 2,55 256,2 2,62 2317 1,20
30 216,4 18,17 203,0 1,27 213,5 5,48 200,5 521 225,0 4,24 2154 3,11 262,2 4,60 229,6 0,64
5 199,5 0,92 152,0 1,20 185,3 4,74 149,9 0,85 190,2 1,07 168,2 1,65 2117 3,46 184,2 0,57
10 143,8 3,61 231,8 65,62 170,2 0,99 150,2 5,09 187,1 2,86 161,0 1,12 195,7 3,04 171,8 2,15
S111:S2,11: 15 190,1 7,35 166,9 14,14 187,4 1,48 152,7 0,14 198,6 2,47 1715 3,32 2104 5,02 183,4 2,26
Saun” 20 148,5 0,49 174,2 12,30 173,9 14,85 158,9 3,54 197,2 10,68 175,5 4,88 213,5 0,64 185,0 0,64
25 189,8 9,33 168,0 7,64 168,9 27,58 163,0 6,29 217,6 2,47 188,3 1,84 206,2 6,51 182,3 1,56
30 158,8 7,35 2311 62,30 181,7 ©)/55 156,3 0,00 231,7 12,66 200,2 1,77 216,2 0,64 191,1 0,92
5 288,1 13,86 243,3 2,90 223,6 14,21 2273 0,99 236,0 3,71 217,6 0,68 2434 14,25 223,2 1,24
10 187,7 3,21 176,8 1,42 205,4 0,57 182,7 0,28 2151 6,01 198,9 4,03 2131 0,21 196,1 5,02
S1,12:82,12: 15 174,2 3,40 162,3 2,35 183,9 2,11 169,6 1,42 200,0 0,35 184,0 3,25 202,9 1,56 184,1 2,12
Ss2” 20 169,7 6,51 152,9 1,70 172,7 1,06 157,5 1,13 189,2 7,07 178,6 2,55 189,5 10,54 180,5 1,70
25 157,4 2,83 146,7 0,57 160,0 2,37 148,8 1,06 178,2 2,60 165,3 2,80 175,0 8,70 176,2 4,81
30 146,3 3,46 150,9 4,86 157,2 1,70 143,3 2,21 175,2 3,46 162,2 0 1717 4,16 167,6 6,44

= Dados obtidos por Usman Sayed, aluno de doutoramento do grupo GSP.

=Dados obtidos por Gustavo Marques, “Instrumentos biomédicos com capacidade de oxigenagdo aumentada”, dissertagdo do MIEB, 2017 — em curso.
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Uma vez mais, visto que as concentragdes relativas de surfatantes ndo podem ser reveladas, no sentido de possibilitar a comparacdo entre cada sistema
sdo apresentadas os seguintes critérios: S1,1 >S1,2>S1,3=S1,6=S1,7=S1,8>S1,4=S51,9>S1,10=S1,11>S15=S1,12=0; S2,6 = S2,10 = S2,12 >
S2,7=S2,11>S2,8=S529>S2,1=S22=S523=S24=S25=0; S3,5>S3,4>S3,3=S53,9=S3,11=S3,12 > S3,10 > S3,2=S3,8>S53,7>S3,1=S3,6.0
sistema nomeado nesta tabela por Si15:S28:S3s corresponde ao (1) [S1:S2:S3].

Tabela C 2 Resultados experimentais dos ensaios de DLS efetuados as emulsdes de liquidos i6nicos (OMIM[NTf2] e [Pe66,14][NTF2]) para todos os sistemas estudados pelo grupo GSP da UC.
Apresenta-se 0 dH (nm) das particulas em funcédo do tempo de sonicagdo (min) para a cinética de formacéo (0 horas) e para a cinética de degradacao (24, 48 e 72 horas). Encontram-se ainda
discriminados os valores obtidos através do método de analise do pico médio e do método Z-average. Os dados obtidos nesta tese encontram-se a negrito.

Cinética de Formacéo

Cinética de Degradacéo

Instante (0 horas) 24 horas 48 horas 72 horas
Sistema At Pico Desvio Z- Desvio Pico Desvio Z- Desvio Pico Desvio Z- Desvio Pico Desvio Z- Desvio
sonicag | médio padrdo | average | padrdo médio padrdo | average | padrdo médio padrdo | average | padréo médio padrdo | average | padrdo
ao (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm)
(min)
5) 3239 2,89 257,2 5,3 406,6 5,36 387,2 8,58 304,3 2,76 245,6 4,81 291,0 9,40 233,50 0,85
10 385,3 2,40 377,5 33,7 404,8 2,69 339,3 2,62 319,8 3,46 227,8 0,21 3113 2,57 222,30 2,89
11821801 * 15 380,4 4,08 307,5 18,7 384,1 3,26 3104 6,34 304,4 3,86 2354 1,21 3735 4,53 305,95 11,10
S 20 3731 3,18 2451 3,6 3118 2,40 280,2 1,84 300,7 4,68 224,6 0,32 293,8 4,25 226,63 13,56
25 3474 3,09 287,8 2,7 369,8 21,78 360,2 3,89 303,2 3,70 237,2 1,78 308,6 7,47 241,00 5,12
30 459,6 24,40 419,0 11 422,0 6,36 417,3 13,58 315,5 3,08 230,2 2,95 304,1 6,46 288,00 19,02
5 2547 2,75 221,7 1,49 260,7 5,40 212,6 0,56 263,3 2,76 2246 2,47 256,6 3,32 207,40 2,46
10 2845 3,74 222,0 2,82 331,1 2,45 255,1 2,73 295,1 4,53 260,1 6,51 285,3 0,78 227,15 0,64
S12:502:S02" 15 284,6 1,69 229,8 3,79 356,6 2,37 282,1 7,67 296,7 9,55 261,6 4,37 284,6 1,91 238,43 4,61
e 20 326,7 1,91 229,3 0,14 284,9 0,95 259,0 4,10 288,7 0,55 268,6 3,47 295,8 1,65 223,53 1,24
25 388,2 3,04 311,2 7,21 284,2 2,55 257,9 0,64 291,3 9,05 264,0 7,14 2954 6,90 222,57 1,14
30 360,5 26,87 251,3 10,96 397,6 4,24 380,5 23,05 403,83 2,05 353,3 5,20 286,3 4,53 218,85 0,21
) 2422 19,12 338,2 77,86 2154 19,04 422,7 104,71 208,3 5,03 259,9 41,95 218,5 27,47 247,10 65,27
10 268,5 42,04 188,5 18,22 275,7 43,01 233,6 24,32 277,1 70,26 219,2 55,38 2445 24,01 216,18 4,59
S15:524:603 15 318,3 13,38 253,7 28,11 277,3 67,07 238,1 39,53 299,8 23,61 225,9 4,95 319,8 39,38 250,16 25,97
e 20 322,8 19,14 226,4 2,20 299,5 51,00 261,7 23,26 332,7 13,26 272,0 17,11 334,5 16,73 233,99 7,37
25 292,3 35,24 251,0 26,94 334,8 12,30 230,8 3,06 305,5 39,76 254,0 37,31 301,4 27,02 250,11 31,93
30 355,3 25,74 2449 10,59 273,0 4,59 231,8 7,79 303,0 30,21 272,0 8,44 340,7 7,82 243,71 20,54
5 208,9 10,72 722,7 254,20 228,5 9,38 431,5 102,86 219,0 6,21 495,0 210,52 220,4 9,55 407,44 145,74
10 2911 3,88 206,8 3,45 265,2 11,52 220,3 21,28 266,7 5,16 238,2 32,65 2731 6,12 246,55 30,22
S14:SraSas 15 303,9 13,65 248,2 15,15 255,2 10,68 2223 9,40 305,6 26,19 232,2 15,35 294,5 21,30 220,07 17,96
T 20 3334 6,92 2439 9,88 276,1 11,29 251,5 15,07 274,1 15,06 247,3 7,43 2754 15,42 250,16 12,80
25 304,9 22,17 222,9 3,69 272,1 18,02 209,7 3,62 2748 21,93 203,7 12,69 291,2 12,92 209,83 7,97
30 290,2 19,06 239,2 27,16 307,5 31,71 232,1 33,66 309,3 42,92 227,6 16,14 311,1 25,58 230,48 23,40

= Dados obtidos por Sylvia Sousa, “Membranas de base PVA mais eficientes para a captura e separagdo de gases” , dissertacdo do MIEQ, 2016 — 2017.
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Novamente, visto que as concentracdes relativas de surfatantes ndo podem ser
reveladas, no sentido de possibilitar a comparacéo entre cada sistema séo apresentadas 0s
seguintes critérios: S1,1 < S1,2; S2,1 = S2,2; S3,1 > S3,2=0. Neste caso 0s sistemas 2), 3)
e 4) sdo iguais, variando apenas o LI usado e a tipologia da sonda. O sistema S1 foi testado
para o liquido i6nico OMIM recorrendo a sonda microtip, o sistema S2 foi testado para o
liquido i6nico OMIM recorrendo a sonda microtip, o sistema S3 foi testado para o liquido
i6nico [Pe6,6,14][NTT2] recorrendo a sonda microtip e o sistema S4 foi testado para o liquido
i6nico [Pee614][NTf2] recorrendo & sonda macrotip. Os sistemas 3) e 4) correspondem
ambos a formulacdo (2) [S1:S2:0] referida neste trabalho.

Anexo D — Perfis da analise de TGA para os compostos usados no seu estado puro
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Figura D 1 Perfil de TGA do surfatante S1. (Legenda: (—) Massa [%]; (-) Derivada da massa [%/C]).
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Figura D 2 Perfil de TGA do surfatante S2. (Legenda: (—) Massa [%]; (--) Derivada da massa [%/C]).
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Figura D 3 Perfil de TGA da solugdo de sal organico. (Legenda: (—) Massa [%]; (--) Derivada da massa [%/C])
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Figura D 4 Perfil de TGA do [Ps6,6.14][NTf2]. (Legenda: (—) Massa [%]; (--) Derivada da massa [%/C])
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Figura D 5 Perfil de TGA da Pp IX. (Legenda: (—) Massa [%]; (--) Derivada da massa [%/C])
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Anexo E — Exemplos do calculo dos K a’s

Neste anexo encontra-se um exemplo do calculo dos Kpa’s para cada um dos tipos
de ensaio efetuado.

y =0.002x - 1,3908

vy =0.084x -2.1387 R?=0.3236

£ L a R2=0.936
= w
25 4
. ¥ =0.5863x - 3.6086
P R2=0,8719
-3.5
¥ m
-4 -
Tempo [min]
b) u ,
[ ] 10 20 kD 40 50 &
0.5
|
i1 o=
3 ¥ =-0.5353x +0,3708
1.5 . R?=0.9922
]
7 i
S s
= k y =0.0061x - 2.47§9
- L] R3= 04884
-3
I ] ¥ =0.2285% - 6.9915
R*=0.8428
[]
-4
45
-5

Tempo [min]

Figura E 1 Exemplo do célculo dos Kla’s para os ensaios a) Adi¢do de 10 mL de nanocéapsulas desgaseificadas ao meio;
b) Adi¢do de 10 mL de nanocépsulas gaseificadas ao meio. (Legenda: m — Kia_1; ¢ - KLa_2; A - Kia_3)
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Anexo F - Ensaios de quantificacdo de ROS preliminares

1) Confirmacao da necessidade da presenca de O para despoletar o processo.

3
- bsorvincia 406 nm 10 ms
e DPPH | PpIX ann
516 nm | 402 nm
10 min 1.49258] 2,09928 o
20 min 149237] 218475 — 20 min
2 -1 30 min 149147 2,19480
40 pin 1.48849] 2.19353 )
3 50 min 130268 2.u065|| —30min
= 60 min 1.49797] 2.19781
Vasiagho (%) 036 4,69 i
y=-TE-05% +1,4901 40 min
1 .
S0min
—— 60 min
0 T r T T
360 460 560 660 760
Comprimento de onda [nm]
Figura F 1 Sobreposicéo dos perfis de absorcéo obtidos ao longo de 60 minutos para excitagdo da amostra com 406
nm.
3 Jbsoryinc 532 nm 10 min
OTVARCI3 3L I .
A DFPH PpIx
516 nm | 402 nm
10 min 1,52246] 1,67251 20 min
20 min 1.51492( 1.69157
2 30 min 1,51374] 1,70062
20 min 1,51380( 1,70830 30 min
’s 50 min 145971( 1.65693
"t 60 min 149878 1,70182 )
Variagio (%) 156 175 40 min
l v=-00005x + 1,5271
50 min
—— 60 min
0 T T r T
360 460 560 660 760

Comprimento da onda [nm)

Figura F 2 Sobreposi¢do dos perfis de absor¢do obtidos ao longo de 60 minutos para excitacdo da amostra com 532
nm.
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2) Ensaio para 406 nm e 532 nm para amostra ndo desgaseificada

2
406 nm — 10 min
. DPPFH_| PpIX.
o man) 516 nm | 402 am 20 min
10 min 0,08138] 1,46916 -
20 min 052801 148183 )
30 min 0,89299| 1,50497 ———30 min
) 30 min 0,86227| 151686
é 14 50 min 0,83826| 1,52553 40 mi
60 min 0,81838] 1,53207 min
z Variagio (%) 1989 411
2x +0,9983 50 min
——60 min
0 T T T T
360 460 560 660 760

Comprimento de onda [nm]

Figura F 3 Sobreposi¢ao dos perfis de absorcdo obtidos ao longo de 60 minutos para excitagdo da amostra com 406 nm.

2
Absorvincia 532 nm ——— 10 min
) DPPH | PpIx
4 i) 516 nm | 402 nm — 20 min
10 min 0.93072] 145521
20 min 0,88308] 148333 — 30 min
30 min 0,83911| 150365
10 min 0.81731| 1,52749 40 mi
ERE 50 min 0,75096] 153296 min
« 60 min 0,77187] 1,53974 .
Variagio (%) 2058 507 —— 50 min
v=-0.0031x ~ 0.8481
——60 min
0 T T T T
360 460 560 660 760

Comprimento de onda [nm]
Figura F 4 Sobreposicéo dos perfis de absor¢do obtidos ao longo de 60 minutos para excitagdo da amostra com 532 nm.

3) Ensaios para agua nao desgaseificada sem irradiacdo e usando irradiacdo de 532 nm

por 5, 10 e 20 minutos.

2
bsorvincia | 532 nm_0 min ~——— 10 min
At (min) DPPH PpIX
516 nm | 402 nm —— 20 min
10 min 1.15013| 1.58949
20 min 1.0997| 1,63493 H
/ ! —— 30 min
J,r 30 min 1.06355| 1,65302
4 p
- /"\\ 40 111.!.11 1.02905| 1,67032 40 min
=01 A \ 50 min 0.90812| 1,68407
< 3 60 min 0.98035] 1.6933 50 min
%, diferencial 1732  -6.13 -
y=-0.0037x + 1.0948 .
~ — 60 min
U T T T T
360 460 560 660 760

Comprimento de onda [nm]
Figura F 5 Sobreposicédo dos perfis de absorcéo obtidos ao longo de 60 minutos amostra sem excitagao prévia.
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bsorvincia 532 nm_5 min .
At DPPH PpIX —— 10 min
516 nm | 402 nm
10 min 1,01835] 149742l 20 min
20 min 0539878| 152643
30 min 0899214 154597
40 min 0862878| 15656/ —— 30 min
z 1 50 min 0,834361| 1,56482
< 60 min 0832256 159265 40 min
Variagdo (%) 2236 -5.98
v=0,0051x + 1,0569
—— 50 min
—— 60 min
0 T T T T
360 460 560 660 760

Comprimento de onda [nm]
Figura F 6 Sobreposicgao dos perfis de absorcéo obtidos ao longo de 60 minutos para excitagdo da amostra por 5 minutos.

2
Absorvincia 532 om_10 min 10 mi
—— 10 min
(i) DPPH PpIX
516 nm | 402 nm
10 min 1,03787] 14841 ———20 min
20 min 0,991404| 1,51105
30 min 0,955545| 152888 30 mi
. 40 min 0921685 15444 mimn
-2 1 4 50 min 0,902541| 155288
60 min 0,885246| 1,55989 40 min
Variagio (%) 17,24]  -4,86
¥=-0,0038x + 1,0727 50 min
——60 min
0 T T T E
360 460 560 660 760

Comprimento de onda [nm]

Figura F 7 Sobreposi¢ao dos perfis de absorcéo obtidos ao longo de 60 minutos para excitagdo da amostra por 10 minutos.

2
bsorvincia 532 pm_20 min 10 s
—— 10 min
At (e DPPH PpIX
516 nm | 402 nm
10 min 1,06121] 151413 —— 20 min
20 min 1,01697] 1,54427
30 min 0,985647) 1,55643 30 mi
" 40 min 0949793156387 min
*q:D 14 50 min 0926407 1,5269
60 min 0,903427] 1,58673 40 min
Variagdo (%) 1746  -4,58
=-0,004x + 1,1855 ‘.
T Séries
Série6
0 T T T T
360 460 560 660 760

Comprimento de onda [nm]

Figura F 8 Sobreposicao dos perfis de emissdo obtidos ao longo de 60 minutos para excitagdo da amostra por 20 minutos.
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