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RESUMO

Os materiais nanoestruturados tém potencial diferente em comparagdo com outros
materiais em maior escala, resultando em diferentes caracteristicas e propriedades fisico-
quimicas. Inicialmente foram preparadas nanoemulsdes (NE) contendo corante vermelho (CV)
um derivado de antraquinona, produzido pelo cultivo do fungo Talaromyces minioluteus em
mesa incubadora rotativa, no entanto as NE com corante vermelho (CV/NE) ndo apresentaram
caracteristicas  fisico-quimicas desejadas (tamanho de particula < 250 nm, indice de
polidispersividade <0,3), partindo-se entdo para a utilizagdo de nanocépsulas poliméricas (NC)
como sistemas carreadores para este ativo. Foram preparadas amostras de NC vazias
(Vazia/NC), com corante vermelho (CV/NC), com corante vermelho associado a ftalocianina
de cloro aluminio (CV_CIAIPc/NC) e somente com ftalocianina de cloro aluminio
(CIAIPC/NC). Estes nanomateriais foram caracterizados e apresentaram caracteristicas
fisico- quimicas adequadas, com tamanho de particula < 250 nm, indice de polidispersividade
< 0,3 e potencial Zeta predominantemente negativo. As andlises de estabilidade acelerada
apresentaram um tempo vida de armazenamento > 3 meses para todas as NC. As analises de
microscopia por forca atdmica (MFA) realizadas para CV/INC e CV_CIAIPc/NC mostram uma
morfologia esférica para ambas as NC e tamanho de particula de 104 nm para CV/NC e 211nm
para CV_CIAIPc/NC, as andlises por diferenca de fase mostraram que a superficie da particula
¢ homogénea, ou seja, composta somente pelo poli-lactico-co-glicélico (PLGA) e também é
possivel afirmar que ndo ha presenca de ativo livre no meio das NC. Foram realizadas andlises
por espectroscopicas de absorcdo e de emissdo de fluorescéncia UV-visivel as quais nao
mostraram alteracbes nas propriedades fotofisicas no estado estaciondrio do CV livre e da
ClIAIPc livre em comparagdo com CV/NC , CV_CIAIPc/NC e CIAIPc/NC, foi possivel
estabelecer um método analitico para a quantificacdo do corante baseado na curva de correlacdo
entre a absor¢do méxima em fungdo da concentracdo de CV na faixa de 1,0 a 20 *g/ml onde foi
obtido um coeficiente de correlagdo da ordem de 0,999. Foram quantificadas todas as NC as
quais apresentaram uma taxa de incorporacao entre 60 -70 %, e eficiéncia de encapsulacdo de
100%, resultado comprovado pela andlise de diferenca de fase por microscopia de forga atdmica
(MFA). Foram realizadas também andlises de tempo de vida de fluorescéncia, as quais
apresentarem ajuste multiexponencial para CV/DMSO_ACN, CV/NC e CV_CIAIPc/NC,
apresentando dois tempos de vidas quando excitados em 470 nm e ajuste monoexponencial para
CV_CIAIPc/NC e CIAIPc/NC, apresentanto apenas um tempo de vida quando excitados em
640 nm. Os ensaios de viabilidade celular mostram auséncia de citotoxidade para CV livre e
para as NC, com uma viabilidade maior que 93%. Os resultados obtidos neste trabalho indicam
que as nanocapsulas poliméricas apresentaram grande potencial como nanoestrutura para
encapsulacdo do CV e quando associado a CIAIPc. As NC apresentaram estabilidade,
caracteristicas fisico-quimicas desejadas, e alta eficiéncia de encapsulacdo dos ativos, alem de
ndo apresentarem citotoxidade para células saudaveis, dando assim suporte para estudos futuros
para diversas aplicacdes biologica e/ou biomédica.

Palavras-chaves: Corantes biotecnologicos.  Nanocapsulas.  Fotoquimica.  Fotofisica.

Espectroscopia.



ABSTACT

Nanostructured materials have different potential compared to other materials on a
larger scale, resulting in different physico-chemical characteristics and properties. Initially NE
were prepared containing red dye (RD) an anthraquinone derivative produced by cultivating
the Talaromyces minioluteus fungus on rotary incubator table. However, the RD/NE have not
shown the desired physical-chemical characteristics, starting with the use of nanocapsules as
carrier systems for this active. Empty NC samples (blank / NC), with red dye (RD / NC), with
red dye associated with phthalocyanine chlorine aluminum (RD_CIAIPc / NC) and with
phthalocyanine chlorine aluminum (CIAIPc / NC) were prepared. These nanomaterials were
characterized and presented adequate physico-chemical characteristics, with particle size <250
nm, polydispersity index < 0.3 and Zeta potential predominantly negative. The accelerated
stability analyzes showed a shelf life> 3 months for all NCs. Atomic force microscopy (MFA)
analyzes performed for RD / NC and RD_CIAIPc / NC show a spherical morphology for both
NC and particle size of 104 nm for RD / NC and 211nm for RD_CIAIPc / NC. The difference
analysis of phase showed that the particle surface is homogeneous, that is, composed only of
polylactic-co-glycolic acid (PLGA) and it is possible to affirm that there is no free active in the
NC medium. UV-visible spectroscopic absorption and emission spectroscopic analyzes were
performed which did not show changes in the free-stationary photophysical properties of free
RD and free CIAIPc compared to RD / NC, RD_CIAIPc / NC and CIAIPc / NC. It was possible
to establish an analytical method for the quantification of the dye based on the correlation curve
between the maximum absorption as a function of the concentration of RD in the range of 1.0
to 20 pg / mL where a correlation coefficient of the order of 0,999 . It was quantified all the
NCs which had an incorporation rate between 60-70%, and encapsulation efficiency of 100%,
a result evidenced by phase difference analysis by atomic force microscopy (MFA).
Fluorescence life-time analyzes were performed, which present a multiexponential adjustment
for RD / DMSO_ACN, RD / NC and RD_CIAIPc / NC, with two lifetimes when excited at 470
nm and monoexponential adjustment for RD_CIAIPc / NC and CIAIPc / NC , presenting only
a lifetime when excited at 640 nm. Cell viability assays show absence of cytotoxicity for free
RD and for NC, with viability greater than 93%. The results obtained in this work indicate that
the polymeric nanocapsules presented great potential as nanostructure for RD encapsulation
and when associated with CIAIPc. NC showed stability, desired physical-chemical
characteristics, and high efficiency of encapsulation of the active, besides not presenting
cytotoxicity to healthy cells, thus supporting future studies for several biological and / or
biomedical applications.

Key words: biotechnological dyes. Nanocapsules.  Photochemistry.  Photophysic.

Spectroscopy.
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VARIANCIA ONE-WAY ANOVA SEGUIDO DO POS-TESTE TUKEY T-TEST PARA MULTIPLAS COMPARAGOES
(FP<0,05) ettt sttt ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.

FIGURA 38 - ENSAIO IN VITRO DE CITOTOXIDADE DO CV/NC EM LINHAGEM NIH/3T3 FIBROBLAST OS DE MURINO
USANDO MTT, ONDE CT= CONTROLE SOMENTE COM DMEM, A = 2,5 yG/ML E 12 pG/ML (2,5%), B = 5,0
LG/MLE 25 WG/ML (5%), C = 15 pG/ML E 25 pG/ML (15%), D = 25 pG/ML E 75 WG/ML (25%) E = 50 pa/ML
E 250 uG/ML (50%). A SIGNIFICANCIA EST AT ISTICA FOI DETERMINADA PELO TEST E DE ANAL ISE DEVARIANCIA
ONE-WAY ANOVA SEGUIDO DO POS-TESTE TUKEY T-TEST PARA MULTIPLAS COMPARAGOES (*P<0,05).
............................................................................................................................ ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.

FIGURA 39 - ENSAIO IN VITRO DE CITOTOXIDADE DO CV/NCEM LINHAGEM NIH/3T3 FIBROBLAST OSDE MURINHO
USANDO REZASURINA, ONDE CT = CONTROLE SOMENTE COM DMEM, A =5,0 y/MLE 25uG/ML (5%),
B = 15 iG/ML E 25 pG/ML (15%), C= 25 pG/ML E 75 pG/ML (25%) E D =50 pG/MLE 250 pG/ML
(50%) E=50% DE VAZIA/NC. A SIGNIFICANCIA EST ATIST ICA FOI DETERMINADA PELO TESTE DE ANALISEDE
VARIANCIA ONE-WAY ANOVA SEGUIDO DO POS-TESTE TUKEY T-TEST PARA MULTIPLASCOMPARAGOES
(FP<0,05) ittt s ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
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LISTA DE ABREVIATURAS

¢ Rendimento quantico de oxigénio singleto

t¢ Tempo de vida de fluorescéncia

¢~ Rendimento quéntico de fluorescéncia

ACN Acetonitrila

AFM do inglés Atomic Force Microscopy (microscopia de forca atdmica)
CIAIPc Ftalocina de Cloro e Aluminio

CIAIPc/NC Nanocapsula com ftalocianina de cloro e aluminio

CV Corante vermelho

CVINC Nanocéapsula com corante vermelho

CV_CIAIPc/NC Nanocépsula com corante vermelho e ftalocianina de cloro e aluminio
d Tamanho médio de particula

DM SO Dimetil Sulfoxido

EPM Erro padrdo medio

EROS Espécies reativas de oxigénio

FBS do inglés Fetal bovine serum (Soro fetal bovino)

FLIM do inglés Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy (Microscépio de fluorescéncia
confocal com resolucdo do tempo)

FS Fotossensibilizador

LP Lipossoma

LPc Concentragcdo de corante presente no sobrenadante da amostra.
MFA Microscopia de forga atdmica

MTT Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazolio
NC Nanocapsula

NE Nanoemulséo

nm Nanbmetros

PCL Policaprolactona

Pdl do inglés polydispersity index (indice de polidispersao)

PGA Acido poli-glicolico

PLA Acido poli-lactico

PLGA Poli-lactico-co-glicdlico

RCF do inglés relative centrifugal force (Forca centrifuga relativa)

RD do inglés Red Dye (corante vermelho)
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SO Estado fundamental

S! Estado singleto excitado

T! Estado tripleto excitado

TCSPC do inglés Time-Correlated Single Photon Counting
TFD Terapia Fotodindmica

TPc Concentracdo total de corante na formulagéo

TTTR doinglés Time-Tagged Time-Resolved

Vazia/NC Nanocapsula vazia

& Potencial Zeta
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1. INTRODUCAO

A terapia fotodindmica (TFD) é uma forma terapéutica inovadora que se baseia na
combinacdo de luz monocroméatica e composto fotossensibilizador para o tratamento de
diversas patologias dando énfase a neoplasias e doencas de pele como Bowen, psoriase,
carcinoma baso/espenicelular (JIN et al., 2015; O’CONNELL; OKHOVAT; ZEITOUNI, 2018;
MU et al, 2018). O sucesso da TFD como método complementar aos procedimentos
tradicionais se consolidou nos anos 2000, expandindo-se inclusivamente para terapias estéticas
e de rejuvenescimento que baseiam na utilizacdo de luz monocromatica de menor energia
(AHMED et al, 2018). A TFD possui muitas vantagens aos métodos tradicionais frente o
tratamento do cancer, 0 que a caracteriza como menos invasiva, além de ndo necessitar de
grandes estruturas hospitalares para sua aplicacdo, com destaque no tratamento de diversas
doencas seja como terapia Unica ou complementar aos protocolos terapéuticos convencionais,
e tem sido utilizada com bastante sucesso nas areas oncoldgica, e também dermatoldgica,
ginecolégica e odontoldgica (LUO etal., 2017).

O mecanismo da TFD consiste basicamente na aplicacdo de uma molécula fotossensivel
chamada de fotossensibilizador, seguida de irradiacdo, em um comprimento de onda especifico,
com absorcdo de energia desencadeando uma série de reagBes fotoquimicas que levam a
producdo de radicais livres, destacando-se o oxigénio singleto (1O2) e espécies reativas de
oxigénio (EROS) que levam a destruicdo do tecido alvo (LI etal., 2017a).

Os fotossensibilizadores sdo corantes (naturais ou sintéticos), capazes de absorverem luz
em um comprimento de onda especifico, desencadeando uma serie de reacfes que resultam na
producdo de 102 e EROS (KWIATKOWSKI et al., 2018). Neste contexto, destacam-se as
antraquinonas, uma classe de corantes naturais que possuem a capacidade de absorverem luz, e
de produzir essas espécies reativas de oxigénio (MONTOYA etal., 2005).

O uso de corantes e pigmentos de origem natural sdo amplamente conhecidos desde a
antiguidade, com destaque na industria téxtil, na forma de ingredientes alimenticios, em
cosméticos e nutracéuticos, e também no tratamento de determinadas doencas (VELHO et al.,
2017; SOUISSI; GUESMI; MOUSSA, 2018). Entretanto, a descoberta de corantes sintéticos
fez com que os corantes naturais fossem esquecidos por um tempo, e desta forma os corantes
sintéticos trouxeram muitas surpresas como problemas ambientais decorrente de poluicdo e
toxicidade em efluentes e mananciais que sdo utilizados como locais de descarte irregular de
rejeitos industriais. Assim, a necessidade de controle de descartes e a busca pela correta postura

industrial diante nos novos marcos regulatorios para questdes ambientais fez com que o0s
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corantes naturais ganhassem interesse novamente, obviamente por possuirem certas vantagens,
e principalmente por serem sustentaveis e renovaveis, resultando em impacto ambiental minimo
(SHAHID etal., 2013).

Os corantes de origem natural ganharam grande interesse das industrias farmacéuticas,
de cosméticos, de alimentos e téxtil, nos Ultimos anos, ndo somente pela sua propriedade de
coloracdo, mas principalmente por também possuirem propriedades e funcdes complementares,
as quais conferem caracteristicas especiais aos produtos, tais como atividades bioativas,
inseticidas, fungicidas, antioxidantes e reguladores de crescimento microbioldgico (DUVAL et
al, 2016; GUPTA et al., 2015). Estes compostos, geralmente, sdo economicamente atraentes
para o setor industrial, visto que na maioria dos casos, sdo biodegradaveis, além de serem
obtidos a partir de fontes renovaveis e sustentaveis (SOUISSI; GUESMI; MOUSSA, 2018).

Dentre esses corantes, as antraquinonas ganham grande destaque, uma vez que
constituem o maior grupo de corantes descobertos, cerca de 700 compostos descritos, além de
possuirem grande variedade de estrutura e formas de obtencdo (DUVAL et al., 2016; GHOSH,;
JOSE; KAUSHIK, 2016). As antraquinonas também possuem uma variedade de propriedades
farmacologicas, tais como, atividade anti-inflamatéria, anticancer, antioxidante antibacteriano,
antifingicos, antiviral, neuroprotetores e laxativa, com isso o interesse pelo desenvolvimento e
descobertas de novos derivados de antraquinonas, que possuem atividades biologicas, €
constante e de grande importancia econdmica (MALIK e MULLER, 2016).

No entanto, as antraquinonas possuem certas desvantagens quanto a sua administracao
para 0 aproveitamento dessas propriedades bioativas, tais como, baixa solubilidade em meio
aquoso, biodistribuicdo limitada, e também ndo possuem seletividade de acumulo aos alvos
biolégicos de interesse, com isso a sua combinagdo com a nanotecnologia farmacéutica tem se
mostrado bastante vantajosa e necessaria. A combinacdo desses corantes aos hanomateriais,
podem induzir, melhorar ou potencializar as propriedades terapéuticas desses compostos,
buscando sua utilizacdo na area da saude (BIRHANU et al., 2017; MORA-HUERTAS; FESSI,
ELAISSARI, 2010). Alkm disso o nanomaterial pode altera suas propriedades quimicas e
fisicas, resutando em um aumento da sua solubilidade, ganhos nas taxas de permeacdo e
absorcdo pelos tecidos bioldgicos, resisténcia a oxidacdo e volatilizacdo, e principalmente
reducdo de possiveis efeitos toxicos (LI etal., 2017b).

A nanotecnologia se consolidou como uma mudanga revoluciondria ja de ambito
industrial, trazendo uma nova compreensdo e perspectivas para 0 campo das ciéncias da vida,
mudando as formas de diagndsticos e tratamento de doencas, producdo de alimentos e
biomateriais com aplicacdo farmacéutica (HOLBAN, 2018).
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Existe uma grande variedade de tipos de nanomaterias, podendo destacar as
nanoparticulas poliméricas (nanoesferas e nanocapsulas), nanoparticulas lipidicas sélidas,
sistemas lipidicos nanoestruturados, lipossomas, micelas poliméricas e dendrimeros. Dentre
estes as nanoemulsbes (NE) e nanocapsulas (NC) ganham muito destaque, devido a
caracteristicas Unicas que estas classes de nanomateriais possuem, conferindo assim vantagens
obtidas por suas propriedades fisicas e quimicas avancadas, as quais lhe conferem estabilidade
fisico-quimica ampliada, biocompatibilidade, e modulacdo da liberacdo de ativos de forma
controlada e sustentada em funcdo do tempo (CHATTERJEE; FONG; FUKUHARA, 2008;
HAMIDI; AZADI; RAFIEI, 2008; KIRILOV et al., 2008; KONAN; GURNY; ALLEMANN,
2002).

Neste contexto este trabalho teve o objetivo de desenvolver e caracterizar nanoestruturas
poliméricas, contendo um novo derivado de antraquinona obtivo via bioprocessos, afim de um
novo fotossensibilizador nanoestruturado para aplicacdo em terapia fotodindmica, bem com

fornecer subsidios para outras aplicacbes como corante biotecnolégico nanoestruturado.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. TERAPIA FOTODINAMICA E FOTOPROCESSOS

A terapia fotodindmica (TFD) é um método terapéutico que pode ser utilizada para o
tratamento de diversas doencgas, seja como terapia Unica ou complementar aos protocolos
terapéuticos convencionais. Essa terapia possui bastante aceitacdo pelos pacientes por ser
menos invasiva que as terapias convencionais, além de possuir poucos efeitos colaterais e
reducdo de dor. Além disso devido a sua simplicidade, permite a aplicacdo em ambiente
ambulatorial, ndo havendo necessidade de cirurgias, e tem sido bastante utilizada e com muito
sucesso nas areas oncoldgica, dermatoldgica, ginecoldgica e odontoldgica (LUO et al.,2017; LI
et al, 2017a).

O mecanismo simplificado de acdo da TFD baseia-se na producdo de oxigénio singleto
(*O2) e espécies reativas de oxigénio (EROS), partindo-se da administragdo de um composto
denominado fotossensibilizador (FS) que poder ser por aplicagdo local ou sisttmica, e em
seguida se faz a irradiacdo usando um laser de comprimento de onda especifico, desencadeando
uma serie de reacGes fotoquimicas que levam a producdo de oxigénio singleto e espécies
reativas de oxigénio que levam a destruicdo do tecido alvo pela combinagdo de mecanismos
apoptdticos e/ou necréticos (ALLISON e MOGHISSI, 2013).

2.1.1. MECANISMOS DA TFD E FOTOPROCESSOS

O mecanismo molecular da TFD é baseado na combinagdo correta de trés componentes;
fotossensibilizador (FS), luz em um comprimento de onda especifico (A) e oxigénio dissolvido
no meio biolégico (O2), 0s quais ndo apresentam toxicidade quando separados, mas ao serem
combinados causam o efeito terapéutico de morte dos tecidos alvos. Neste contexto, existem
dois mecanismos propostos para a TFD, para se chegar a resposta desejada, sendo esses
mecanismos denominados Tipo | e I, sendo que o primeiro estagio de ambos é muito
semelhante (BANERJEE et al., 2017).

Apoés internalizacdo celular do FS, inicia-se o0 processo de irradiagdo com laser em
comprimento de onda na regido onde o FS absorve maior energia, com isso o FS sai do seu
estado fundamental (S°) de menor energia e passa a popular os estados singletos (S - S") de
maior energia, entdo essa parte dessa energia pode ser utilizada para retornar ao estado S° via
processo de relaxacdo fisica conhecido como conversdo interna ou através de processos
radiativos, como o de emissdo de fluorescéncia (Figura 1). No entanto parte da energia pode

ser transferida pelo mecanismo de conversao inter-sistema, onde o FS passa dos estados
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excitados S'/S" e ocupa o estado tripleto excitado tripleto (T!) de menor energia que também
pode retornar diretamente ao S° pelo processo de conversdo interna ou através do processo
radiativo de emissdo de fosforescéncia, ou desencadear uma série de interacbes fotoquimicas
que ddo origem a dois mecanismos fotodindmicos conhecidos (Tipo | e 1) (FOOTE,1991,
KWIATKOWSKI et al 2018).

No mecanismo do Tipo | o FS encontra-se no estado T! e pode ocorrer uma transferéncia
de energia para biomoléculas que estejam proximas levando a formacdo de radicais livres ou
jons radicais, por sua vez essas espécies reduzidas podem transferir elétrons para o oxigénio
molecular difundido no meio (que se encontra no seu estado tripleto), o que leva a geracdo de
espécies reativas de oxigénio (EROS), perdxidos de hidrogénio, anion superoxidos (Figura 1).
No mecanismo do Tipo Il o FS no estado T pode transferir energia diretamente para o oxigénio
molecular. Isso € possivel devido ao fato do oxigénio molecular também se encontrar na
conformacdo T no seu estado fundamental, com isso é formada a espécie reativa no estado
singleto, que possui propriedades oxidantes fortes (Figura 1). Em ambos 0s mecanismos S&o
iniciadas uma série de reacdes cujos produtos, causam diferentes efeitos e respostas bioldgicas,
como estresse oxidativo ao tecido patoldgico, e dano celular seguido de morte (FOOTE,1991;
TEDESCO; PRIMO; DE JESUS, 2017).

As porfirinas sdo as moléculas de FS mais estudadas quanto a sua eficacia na TFD,
algumas delas ja se encontram em estudos clinicos tais como Fotofrin e Fotosan (GAO et al.,
2016; ZHANG et al., 2018; LIN et al., 2018; KALETA-RICHTER et al., 2019) No entanto, ha
também um grande interesse em estudar as propriedades que contribuem para a atividade
fotodindmica das antraquinonas. Sua capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio ap0s a
irradiacdo faz com que essa molécula desperte muito interesse na area de TFD (DE SOUZA
OLIVEIRA etal.,, 2016; BANERJEE et al.,, 2017; DIMMER, 2017).
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Figura 1 - Diagrama de Jablonski simplificado, ilustrando as transicOes eletronicas que dao
origem aos mecanismos da TFD e fotoprocessos. ®r: rendimento quéntico de fluorescéncia;
®r: rendimento quantico de tripleto; disc: rendimento quantico de cruzamento inter-sistemas;
®ic: rendimento quéntico de conversdo interna; ®a: rendimento quéntico de oxigénio singleto;

So: estado singleto fundamental; Si:estado singleto excitado.
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Fonte: adaptado PRIMO, 2009.

2.2. ANTRAQUINONAS

As antraquinonas (Figura 2) sdo o maior grupo de derivados de quinonas. As
antraquinonas também constituem o maior grupo de corantes naturais com cerca de 700
compostos descritos, sendo que 200 destes compostos sdo obtidos a partir de plantas com flores,
enquanto os demais sdo produzidos por liquenes e fungos (DUVAL et al, 2016). As
antraquinonas naturais se diferenciam devido sua variedade de estruturas e de formas de
obtencdo, podendo ser extraidas de todas as partes das plantas, tais como folhas, flores, raiz,
rizoma e frutos, e também podem ser obtidas de fungos e liquenes simbidticos ao vegetal
(GHOSH; JOSE; KAUSHIK,2016).
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Figura 2 - Estrutura quimica das antraquinonas
I

LIL
Jooel

0

| 0 Rs

Fonte: DUVAL et al., 2016.

Estes compostos chamam muita atencdo devido a sua vasta aplicacdo e diversidades de
propriedades tais como, atividade bioldgica, toxicidade reduzida, potencial antioxidante, entre
outras (DUVAL et al, 2016). Esta classe de moléculas é bastante conhecida também por suas
propriedades farmacologicas, possuindo atividade laxativa, entretanto estudos recentes
demonstram outras atividades bioldgicas tais como: hepatoprotetora, anticancerigena, antiviral,
antifingica (SINGH, 2014); antimicrobiana, antioxidante (MALIK e MULLER, 2016) e
antidiabética (LEE e SOHN, 2008). Com essa vasta quantidade de atividades bioldgicas, o
interesse pelo desenvolvimento de novos derivados de antraquinona vem crescendo nos Ultimos
anos (MALIK e MULLER, 2016). As atividades biologicas das antraquinonas mencionadas
possuem grande dependéncia da luz, com isso estudos relacionando as antraquinonas e TFD se
tornam significativos (RAJENDRAN, 2016).

Na Tabela 1 temos algumas antraquinonas que tém sido utilizadas na pratica clinica,

disponibilizadas como medicamento.
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Tabela 1 - Antraquinonas Comercializadas

L ) Fontes de Rota de
Nome Indicagéo Nome comercial B o B
obtencdo administracao
Natural

Daunorrubicina  Antineoplasico

Doxorrubicina  Antineoplasico

Valrubicina Antineoplasico
Antineoplasico,

Mitoxantrona  Esclerose
multip la

Pixantrone Antineoplasico

Cerubidina,

DaunoXome (EUA,
forma lipossomal),
daunoblastina®
Adriablastina®,

Myocet ® (ndo
peguilada forma
lipossomal), Caelyx®
(EUA, forma

lipossomica  peguilada),
Doxil® (EUA, forma
lipossdmica peguilada)

Valstar®, Valtaxin®

Novantrone®,

Ralenova®

Pixuvri®

(bactérias, por

exemplo,
Streptomyces
sp.)
Biossintese
combinatoria
(engenharia
genética,
deformagéo
melhoria)

Natural

(bactérias, por

exemplo,
Streptomyces
sp.)
Biossintese
combinatoria
(engenharia
genética,
deformagéo

melhoria)

Semissintética

Sintética

Sintética

Intravenoso

Intravenoso

Instilacdo
intravesical na
bexiga

Intravenoso

Intravenoso

Fonte: adaptado de MALIK e MULLER 2016
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As antraquinonas possuem potencial para utilizacdo em protocolos que utilizam terapia
fotodindmica, sua estrutura € formada por anéis aromaticos, que possuem capacidade de
absorcdo de luz e subsequente producdo de oxigénio singleto e espécies reativas de oXigénio
(MONTOYA et al.,, 2005). Uma das desvantagens que inviabiliza o uso das antraquinonas para
fins terapéuticos é a baixa solubilidade em meio aquoso, o que leva a uma falta de seletividade
e entrega inespecifica em tecidos alvos, com isso a nanoencapsulacdo se torna uma ferramenta
bastante vantajosa (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; LI et al, 2017b;
BIRHANU et al., 2017).

Embora as propriedades fotoquimicas das antraquinonas sejam bem definidas, poucos
estudos séo encontrados usando as antraquinonas combinadas a nanotecnologia para aplicagéo
na TFD. Com isso se torna muito interessante o estudo de fotoatividade das antraquinonas para
o0 desenvolvimento de novos farmacos para aplicacdo na TFD (DE SOUZA OLIVEIRA et al.,
2016).

A nanoencapsulacdo de corantes ou pigmentos naturais tem como objetivo obter algumas
vantagens tais como, diminuir uma possivel toxicidade do ativo, aumento da estabilidade,
reducdo da fotodegradacdo, alkm de promover a solubilidade em meios bioldgicos,
biocompatibilidade, biodistribuicdo adequada e seletividade para tecidos alvos, considerando
que nanomateriais possuem um tamanho reduzido, o que resulta em um aumento consideravel
na area superficial, e por consequéncia, promocdo de algumas vantagens, como um aumento na
sua eficiéncia de coloracdo e também potencializar os efeitos terapéuticos no ativo
(ASSUNCAO et al., 2014; BIRHANU et al., 2017).

A doxorrubicina pertencente a classe das antraquinonas € um neoplasico bastante
conhecido e muito utilizado. No entanto o tratamento com este composto acarreta sérios efeitos
colaterais para o paciente devido a falta de seletividade pelos tecidos neoplasicos, sendo assim,
muitos estudos tém sido realizados para melhorar a acdo da doxorrubicina e diminuir seus
efeitos colaterais (KAYANI; FIRUZI; BORDBAR, 2018). Desta forma, uma das propostas
promissoras € 0 uso de nanocarreadores poliméricos para encapsulacdo e liberagdo controlada
da doxorrubicina buscando atividade antitumoral (GOYAL et al., 2017, HAN et al,, 2018).
Outro composto de interesse a se destacar é o fitoterdpico Ruibarbo, que possui como principio
ativo a mistura de derivados de antraquinona, e agrega muitas propriedades terapéuticas tais
como, atividade antibacteriana, antifungicas, antivirais, antioxidantes, neuroprotetora,
anticancer, laxante, hepatoprotetora, anti-angiogénica, atividades anti-inflamatorias, o que
justifica 0 desenvolvimento de estratégias de encapsulacdo para melhorar suas propriedades

bioativas (LI et al, 2017b). A Emodina, uma das principais antraquinonas bioativas, mostrou
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propriedades laxativas leves, sendo que estudos mostraram que a Emodina reduziu
significativamente 0 peso dos ratos em ensaios in vivo. No entanto um dos obstaculos foi a
baixa biodisponibilidade da mesma em modelo animal, com isso 0 uso de nanossistemas pode
ser uma estratégia adequada para contornar este obstaculo (SHI et al., 2015).

A encapsulacdo de muitos outros derivados de antraquinonas é alvo de estudos, e quase
sempre com o mesmo propdsito: melhorar sua biodisponibilidade, sua solubilidade e diminuir
possiveis efeitos citotoxicos (JEEVITHA; AMARNATH, 2013; UNSAL; AYDOGAN, 2013;
DE SOUZA OLIVEIRA et al.,, 2016; LI et al., 2017b; KAYANI; FIRUZI; BORDBAR, 2018).

2.3. NANOTECNOLOGIA E SISTEMAS NANOCARREADORES

Os principios da nanotecnologia sdo fundamentados no desenvolvimento de novos
materiais em escalas nanométricas (escala de 10° m, a que se refere a uma fracdo bilionésima
da unidade metro). Os materiais nanoestruturados possuem potencial diferenciado frente a
outros materiais em escala de micro e/ou macroscopica, podendo ter propriedades fisico-
guimicas, Opticas e magnéticas potencializadas, resultando em caracteristicas e propriedades
Unicas e diferentes das observadas em outras escalas de tamanho superior (GUTIERREZ et al.,
2017).

O emprego de sistemas nanoestruturados para incorporacdo de principios ativos e
farmacos proporciona certas vantagens, comparando-se aos sistemas de liberacdo
convencionais, tendo como principais diferencas: a biocompatibilidade, o transporte eficiente
do farmaco, a liberacdo controlada e reducdo de efeitos adversos inerentes ao farmaco,
ampliacdo das formas de administracdo, destacando-se as vias oral, ocular, nasal, transdérmica,
subcutanea, intraperitoneal e intramuscular, e além da possibilidade de administragdo direta na
circulacdo sanguinea sem risco de bloqueio dos vasos ou de efeito tromboembdlico
(BIRHANU, 2017).

Nas formas de administracdo convencionais (aplicacdo intravenosa, oral,
microparticulas, etc.) leva-se ao aumento da concentracdo plasmatica do farmaco, até atingir
um pico maximo, podendo ultrapassar os limites aceitaveis, atingindo-se niveis toxicos e,
posteriormente, resultando em um declinio repentino para concentracdes inferiores a faixa
terapéutica. Devido ao fato dos niveis plasmaticos do farmaco serem dependentes das doses
administradas, esse processo pode ser problematico se a concentracdo inicial estiver proxima a
toxica, ou préxima a faixa onde ela é ineficaz (PRIMO, 2009; KESHARWANI et al., 2018).
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Neste contexto, um dos principais objetivos dos sistemas nanoestruturados para
liberacdo de farmacos, é o de manter constante a concentracdo plasmatica do farmaco, partindo-
se de uma dosagem fixa, diminuindo assim a oscilacdo da concentragdo plasmética ocasionada
pelas administragdes convencionais (Figura 3) (PRIMO, 2009; KOHRS et al., 2018).

Figura 3 — Perfil de liberacdo dos farmacos: convencional x controlada (= ) liberacdo

sustentada, (mm ) terapia convencional.

tixica

At
[\

faixa terapéutica

Concentragdo Sangiliinea

Fonte: Adaptado de PRIMO, 2009.

A nanoencapsulacdo de corantes ou pigmentos naturais pode resultar na melhoria das
caracteristicas devido ao seu tamanho reduzido, e aumento da area superficial, influenciando
diretamente na eficiéncia de coloracdo e/ou atividade bioldgica. Destacam-se também efeitos
pronunciados de diminuicdo da toxicidade, promoc¢do do aumento de estabilidade, reducéo de
fotodegradacdo, biocompatibilidade (ASSUNCAO et al., 2014).

Os nanocarreadores poliméricos (Figura 4) se destacam dentre os diferentes tipos de
nanomateriais, pois possuem estabilidade fisico-quimica ampliada, tamanho submicrémico,
resisténcia mecénica, porosidade, possibilidade de modulagdo da carga superficial e
funcionalizacdo de superficie, podendo assim atender as necessidades de diversas aplicacdes,
além de que podem ser obtidos por diversos processos, tais como emulsificacdo espontanea e
deposicdo polimérica interfacial, pela combinacdo de copolimeros e diferentes 6leos,
merecendo destaque as nanoesferas, nanocapsulas, nanoemulsdo, micelas poliméricas e
dendrimeros (TANG etal., 2016, VENDITTI etal., 2017).
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Figura 4 -Principais materiais nanoestruturados poliméricos utilizados para aplicacdo

bioldgica.

Micela

Nanomateriais
Poliméricos

Dendrimero

nanoesfera

Fonte: Adaptado ALCALA-ALCALA e QUINTANAR-GUERRERO 2014; TANG, et al,
2016.
Dentre esses nanocarreadores poliméricos, destacamos as nanoemulsdes e nanocapsulas

poliméricas, que serdo melhor apresentadas nas se¢fes seguintes.

2.3.1. NANOEMULSOES

As nanoemulsdes (NE) (Figura 5), ou também denominadas emulsGes submicronicas,
sdo sistemas coloidais estaveis, formados por dois ou mais liquidos imisciveis, onde um é
denominado fase dispersa e o outro dispersante (KUMAR; DIVYA, 2015; PENGON et al,
2018). As NE podem ser classificadas em trés principais tipos, agua em 6leo, 6leo em agua ou
sistemas multiplos (PRIMO, 2009; KUMAR; DIVYA, 2015; LEI, et al., 2018). Um processo
de emulsificacdo necessita de energia para que se inicie e ocorra completamente, essa energia
pode ser fornecida pelos métodos robustos (alta energia), no qual pode ser usado dispositivos
mecanicos como 0s homogeneizadores de alta pressao, ultrassénicos; ou também pelos métodos

de baixa energia que utilizam componentes quimicos para o fornecimento de energia para que
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0 processo ocorra, como por exemplo os métodos por inversdo de fase ou emulsificacdo sob
acdo de catalise (COSTA, et al., 2012; DONSI; FERRARI, 2016; KUMAR; MANDAL, 2018).

Figura 5 - Esquema ilustrativo da nanoemulsdo do tipo 6leo em agua.

Oleo

Emulsificante

O/A nanoemulsio

Fonte: Adaptada de KUMAR e DIVYA, 2015.

Estes sistemas coloidais sdo emulsificados em condicGes especiais e bem controladas
de temperatura e pressdo, sendo amplamente utilizados nas industrias de alimentos, farmacos
e, principalmente de cosmeticos (McCLEMENTS, 2012). As NE do tipo Oleo em agua,
possuem caracteristicas vantajosas como protecdo e liberagdo de componentes de baixa
solubilidade, como farmacos e compostos ativos lipofilicos de alto grau. Estes bioativos sé@o
incorporados pela matriz nucleo/oleosa, interagindo diretamente com o ambiente quimico
favoravel durante o processo de emulsificacdo e ampliacdo da interacdo interfacial do sistema
bifasico da mistura (MUNGURE, 2018).

As NE promovem o aumento da biodisponibilidade dos ativos incorporados em sua
matriz coloidal, resultando na alteracdo da digestdo e metabolismo desses ativos pelas presencas
dos lipidios que compde o carreador, além de também influenciar no aumento do tempo de
armazenamento dessas formulagdes, visto que protegem de fenbmenos fisico-quimicos
degradantes tais como a volatilizacdo e oxidacdo, que comumente levam a instabilidade do
medicamento e reducdo do seu prazo de validade (THAKKAR, et al., 2015; THOMAS et al.,
2017).

2.3.2. NANOCAPSULAS POLIMERICAS

As nanocapsulas poliméricas (NC) séo constituidas por um nlcleo que pode ser aquoso

ou oleoso e uma membrana externa polimérica (parede polimérica) (Figura 6). (OLIVEIRA et
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al., 2017; CRUCHO; BARROS, 2017). As NC possuem diversas vantagens, por exemplo, os
polimeros utilizados em seu preparo possuem menor custo que fosfolipidios presentes na
composicao dos lipossomas, além de a quantidade de polimeros ser menor em comparagcdo com
as nanoesferas (SIQUEIRA-MOURA et al., 2013). Além disso as NC possuem alta eficiéncia
de encapsulamento, ou seja, maior capacidade de armazenamento de ativos, podendo estar
localizado na superficie ou no ndcleo das NC, além de possuirem maior estabilidade em
temperatura ambiente, com isso as NC atribuem um maior tempo de armazenamento (tempo de
prateleira) dos ativos (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; CRUCHO; BARROS,
2017).

Figura 6 - Esquema de nanocapsulas poliméricas: (a) farmaco dissolvido no nlcleo oleoso das

nanocapsulas; b) farmaco adsorvido a parede polimérica das nanocapsulas.

Parede Polimérica  Firmaco Ntcleo Oleoso
\ / \ °o o /
o o’ @
0 ° o
(A) o © (B)
Nanocapsulas

Fonte: Adaptado de ALCALA-ALCALA e QUINTANAR-GUERRERO, 2014.

Na literatura s@o descritas as trés principais metodologias farmacéuticas para preparo de
NC (RAO; GECKELER, 2011) as quais sdo: I) polimerizacdo in situ de monémeros dispersos
(FALLOUH et al, 1986) Il) deposicdo interfacial de polimero pré-formado ou deslocamento
de solvente (FESSI et al, 1989) IIl) e técnica de emulsificacdo-difusdo (QUINTANAR-
GUERRERO et al., 1998).

O método de deposicdo interfacial do polimero pré-formado é o mais simples dentre 0s
trés métodos, o qual é composto por uma fase organica, que é constituida de um solvente ou
uma mistura de solventes sollveis em agua e de um polimero que pode ser de origem natural,
semissintético ou sintético. (FESSI et al., 1989; DOS SANTOS et al., 2016).
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O método tem como base a dispersdéo de um polimero biodegradavel, como por
exemplo, o poliacido glicolico (PGA), policaprolactona (PCL), policido lactico (PLA), ou seu
copolimero poli-lactico-co-glicélico (PLGA), natural ou sintético, de forma a obter um produto
de tamanho inferior a 500 nm (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; TANG et al,,
2016). Além destes componentes, necessita-se de tensoativo, substancias lipofilicas e os ativos
que se deseja encapsular. O polimero e o ativo sdo previamente dissolvidos na fase organica,
vertidos sobre a fase aquosa, contendo o tensoativo. As nanoparticulas se formam por difuséo
do solvente, deposicdo do polimero nas goticulas e posterior eliminacdo do solvente sob pressao
reduzida. A mistura da fase orgénica na aquosa resulta na emulsificacdo espontanea, formando
goticulas com recobrimento polimérico. Isso acontece devido a instabilidade da interface
Oleo/agua causada pela rapida difusdo do solvente organico na fase aquosa, diminuindo de
forma intensa a tensdo interfacial. (DERAKHSHANDEH; ERFAN; DADASHZADEH, 2007;
FESSI etal., 1989; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).
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3. CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos podemos concluir que foi possivel desenvolver uma
formulacdo polimérica, contendo CV e CIAIPc individualizados ou associados utilizando-se
como nanoestrutura carreadora as NC, as quais apresentaram tamanho de particula
submicronico < 250nm, Pdl < 0,3 e carga residual predominantemente negativa, além disso se
mantiveram estaveis durante o periodo de acompanhamento de 3 meses quando armazenada a
7 °C; a estabilidade acelerada também mostrou uma estabilidade de 3 meses para Vazia/NC e
CVICIAIPc/NC e de 5 meses para CVINC e CIAIPc/NC quando armazenadas a 25 °C. As
analises de MFA realizadas para CV/NC e CV_CIAIPc/NC, mostram uma morfologia esférica
para ambas as NC e tamanho de particula de 104 nm para CV/NC e 211lnm para
CV_CIAIPc/NC, as andlises por diferenca de fase mostraram que a superficie da particula é
homogénea ou seja composta somente pelo PLGA e tambem & possivel afirmar que ndo ha
presenca de ativo livre no meio das NC. Os estudos espectroscOpicos mostram que ndo ha
alteracdo das caracteristicas fotofisicas dos ativos (CV e CIAIPc) em relagdo a sua forma livre,
encapsulados de forma individual ou quando associados. A linearidade foi realizada com
sucesso, obtendo um coeficiente de correlacdo apropriado, na ordem de 0,999 o que €
satisfatorio, e a partir da curva foi possivel obter a concentragdo real do composto associado ao
sistema de nanocarreador pelo método espetroanalitico. A quantificacdo das NC apresentou
uma taxa de incorporacdo de 70% para CV/NC, 63% para CIAIPc/NC, para CV_CIAIPc/NC a
taxa foi de 60% para CV e 63% para CIAIPc. A analise de eficiéncia de encapsulacdo do ativo
foi de 100% para todas as NC, isso também pode ser comprovado pelas andlises de diferenca
de fase da MFA. Os estudos de tempo de vida de fluorescéncia mostram tempos de vida curtos
para as amostras CV/DMSO_ACN, CV/NC, CV/CIAIPc/NC e CIAIPc/NC, o que pode indicar
que o composto CV pode possuir rendimentos elevados de transferéncia de energia para
processos ndo radiativos, supondo um possivel potencial fotodindmico, o qual sera explorado
nos ensaios futuros. Os ensaios de viabilidade celular, mostraram auséncia de citotoxidade para
todas as NC apresentando viabilidade celular maior que 98%, 0 que mostra que as NC s&o
biocompativeis, além disso o CV livre também ndo apresentou citoxicidade para células
saudaveis, apresentando uma viabilidade celular maior que 93%. Esses resultados permitem
que seja feito o delineamento dos estudos futuros baseados em testes fotobiologicos em cultura
celular buscando o direcionamento e aplicabilidade bioldgica e/ou biomedica da formulagéo

nanoestruturada em protocolos de Terapia Fotodindmica e em Fotoprocessos.
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