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RESUMO

O avanco tecnoldgico cresce rapidamente no mundo, inclusive na area
farmacéutica. Nesse contexto, sistemas nanoestruturados ganham progressivo
destaque, porquanto carregam um enorme potencial para o aperfeicoamento das
praticas terapéuticas atuais. A administracdo de farmacos na forma livre pode
apresentar problemas como baixa concentracdo no sitio ativo, inadequada
distribuicdo pelo organismo, baixa biodisponibilidade, presenca de efeitos adversos,
entre outros. As nanocapsulas poliméricas sdo capazes de contornar tais vieses,
possibilitando, inclusive, a diminuicdo da toxicidade com a diminuicdo de doses e
aumento da estabilidade de farmacos em meios bioldgicos. Foram desenvolvidas
nanocapsulas poliméricas contendo Anfotericina B (AMB) e Fenil-tio-ftalocianina de
zinco (ZnS4Pc) na concentracdo tedrica de 0,05 mg.mL?! objetivando, com a
associacao entre os dois ativos, melhorar a atividade antifungica conseguida pelo
antifingico isoladamente utilizando-se a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana. A
avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas das nanocapsulas mostraram diametro
médio de particula de 253,8 + 17,3 nm, indice de polidispersidade médio de 0,36 +
0,01 e potencial Zeta médio de — 31,03 £ 5,54 mV. Tais analises revelaram-se
satisfatorias ja que o didmetro de particula conseguido pelo método de deposicao
interfacial de polimero pré-formado utilizado na producédo das nanocapsulas varia de
250 a 500 nm (MORA-HUERTAS et. al., 2010), enquanto que o potencial zeta
considerado para uma formulacdo estavel deve ser maior que 30 mV em méddulo
(RAVAL et al., 2019). Analises de espectroscopia de absorcao e emissédo realizadas
na regidao do UV-Vis ndo encontraram alteracdes nas propriedades fotofisicas no
estado estacionério de NC/ZnS4Pc e NC/ZnS4Pc + AMB em relag@o a ZnS4Pc livre.
Os ativos nas NC foram quantificados utilizando-se uma curva analitica de correlacao
de absorcédo e concentracdo variando de 0,255 a 2,04 ug.mL* para a ZnS4Pc e 0,50
a 10,00 pg.mL* para AMB, de cuja andlise obtivemos uma quantificacéo, para as NC
com ativos isolados, de 43,8% para ZnS4Pc e 75,0% para AMB; Para as NC mistas,
isto €, NC/ZnS4Pc + AMB, esses teores foram de 30,7% e 67,7%, respectivamente.
No que diz respeito ao teor de encapsulacdo, para as nanocapsulas com ativos
isolados, notou-se um alto valor de 89,6% para ZnS4Pc e que se manteve com 89,2%
para as NC Mistas. Além disso, um estudo morfolégico das formulagdes de NC foi
realizado com Microscopia de Forca Atdmica denotando a presenca de nanocapsulas
de formato esférico e com distribuicdo homogénea. O ensaio de viabilidade celular
com as células NIH/3T3 ATCC® CRL-1658™ nao demonstrou citotoxidade para as
mesmas na presenca das NC mistas com fatores de diluicdo de até 15% (v/v). Para
0 ensaio de atividade fotodinamica, foram utilizadas NC mistas diluidas de 1% e 5%
(v/v) junto as leveduras Candida albicans ATCC® 90028 e, diferentemente do que
ocorreu para as células NIH/3T3, as NC mistas apresentaram toxicidade fingica tanto
na auséncia de luz quanto na presenca da mesma com irradiacdo de 12 J/cm? e 25
Jicm?. Todos os resultados foram tratados estatisticamente através do teste de
analise de variancia One-way ANOVA seguido do pos teste Tukey t-test para multiplas
comparacoes (p<0,05).

Palavras-chaves: Nanocapsulas. Fenil-tio-ftalocianina. Anfotericina B.
Espectroscopia. Microscopia de Forca Atdmica. Citotoxicidade. Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana.
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ABSTRACT

Technological advancement is growing rapidly in the world, including the
pharmaceutical area. In this context, nanostructured systems gains progressive
prominence, as they carry enormous potential for the improvement of current
therapeutic practices. The drugs administration in the free-form may present problems
such as low active site concentration, inadequate distribution throughout body, low
bioavailability, presence of adverse effects, among others. Polymeric nanocapsules
allowing the reduction of toxicity with decreasing doses and increasing the stability of
drugs in biologic media. Polymeric nanocapsules containing Amphotericin B (AMB)
and zinc phenyl-thio-phthalocyanine (ZnS4Pc) were developed at a 0.05 mg/mL
theoretical concentration to improve antifungal activity with the association between
the two actives over antifungal alone. The nanocapsules physical-chemical
characteristics showed an average particle diameter of 253,8 £ 17,3 nm, an average
polydispersity index of 0,36 £ 0,01 and negative Zeta potential -31,03 = 5,54 mV.
These analyzes proved satisfactory since the particle diameter achieved by the
preformed polymer interfacial deposition method used in nanocapsule production
ranges from 250 to 500 nm (MORA-HUERTAS et. al., 2010), while the Zeta potential
considered for a stable formulation should be bigger than 30 mV in modulus (RAVAL
et al., 2019). Absorption and emission spectroscopy analyzes performed in the UV-
Vis region found no changes in the steady state photophysical properties of NC /
ZnS4Pc and NC / ZnS4Pc + AMB in relation to free form ZnS4Pc. Assay quantification
was performed using a concentration and absorption correlation analytical curve
ranging from 0.255 to 2.04 pug.mL? for ZnS4Pc and 0.50 to 10.00 pg.mL* for AMB.
For NC with isolated assets, we got 43.8% for ZnS4Pc and 75.0% for AMB; for the
mixed NC (NC / ZnS4Pc + AMB) these contents were 30.7% and 67.7% respectively.
Regarding the encapsulation content, for nanocapsules with isolated actives, a high
value of 89.6% was observed for ZnS4Pc and remained with 89.2% for Mixed NC. In
addition, a morphological study of NC formulations was performed with Atomic Force
Microscopy denoting the presence of homogeneously distributed spherical-shaped
nanocapsules. Cell viability assay with NIH/3T3 ATCC® CRL-1658 ™ cells showed
no cytotoxicity to them in the presence of mixed NC with dilution factors of up to
15% (v/v). For the photodynamic activity assay, 1% and 5% (v/v) diluted mixed NC
were used with Candida albicans ATCC® 90028™ yeasts and, unlike for NIH/3T3 cells,
mixed NC showed fungal toxicity in both the absence of light and in its presence with
irradiation of 12 J/cm?and 25 J/cm?. All results were statistically treated using the One-
way ANOVA analysis of variance test followed by the Tukey t-test post-test for multiple
comparisons (p <0.05).

Keywords: Nanocapsules.  Phenyl-thio-phthalocyanine. ~ Amphotericin  B.
Spectroscopy. Atomic Force Microscopy. Cytotoxicity. Antimicrobial Photodynamic
Therapy.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

AMB Anfotericina B

BHE Barreira HematoEncefalica

d Diametro (nm)

DLS Dynamic Light Scattering (Espalhamento Dinamico da luz)
DMSO Dimetilsulfoxido ou sulfoxido de dimetilo

DP Desvio-Padréo

KolliphorP188 Poli(etilenoglicol)-bloco-poli(propilenoglicol)-bloco

poli(etilenoglicol)
IC Intervalo de Confianga

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry (Unido
Internancional de Quimica Pura e aplicada)

LD Limite de deteccédo

LPC Concentracao do principio ativo presente no sobrenadante da
amostra

LQ Limite de Quantificacéo

Lipoid S100 Fosfatidilcolina de soja

MFA Microscopia de Forca Atdbmica
MFC Concentracao Fungicida Minima
% miv Porcentagem massa/volume

N/m Newtons/metros

NC Nanocapsulas

NC/AMB Nanocapsulas com Anfotericina B
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https://iupac.org/
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NC/Vazia Nanocapsulas vazias
NC/ZnS4Pc Nanocapsulas com Fenil-Tio-Ftalocianina de zinco

NC/ZnS4Pc + AMB  Nanocapsulas com Fenil-Tio-Ftalocianina de zinco e

Anfotericina B

nm Nandmetros

nm/min Nanbémetros/minutos

pg/mL Microgramas/mililitro

OMS Organizacdo Mundial de Saude

O2 Oxigénio molecular

10y Oxigénio no estado singleto

302 Oxigénio no estado tripleto

Pdl indice de polidisperséo

PDT Terapia Fotodindmica

aPDT Terapia Fotodinamica antimicrobiana
PLGA Poli(acido latico-co-acido glicdlico)
POP Procedimento Operacional Padrao
PS Fotossensibilizador

PS Fotossensibilizador no estado fundamental
ps” Fotossensibilizador no estado singleto
3SpS* Fotossensibilizador no estado tripleto
R Coeficiente de Correlacéo

R? Coeficiente de Determinacéo

rpm Rotacdes por minuto
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ROS Espécies reativas de Oxigénio

Sp Solucéo padréo

SNC Sistema Nervoso Central

T.E Teor de Encapsulacéo

TPC Concentracgao total do principio ativo na formulacao
uv Ultravioleta

UV-Vis Ultravioleta-Visivel

ZnS4Pc Fenil-Tio-Ftalocianina de zinco

4 Potencial zeta
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1 INTRODUCAO

E muito dificil, sendo impossivel, pensar na medicina, ciéncia e arte de curar,
sem nos referirmos aos “remédios” que a ela auxiliam desde sempre a cumprir seu
objetivo. A histéria nos revela que na antiguidade as préticas terapéuticas foram
envolvidas em rituais religiosos, especificos no que diz respeito as crengas
particulares de cada povo, e acompanhadas pela utilizacdo das chamadas ervas
medicinais (MONTEIRO; BRANDELLI, 2017). Hoje, com o conhecimento técnico-
cientifico e avanco acelerado da ciéncia, muitas ervas e produtos de origem bioldgica
e sintética deram origens aos medicamentos, como sendo poderosas ferramentas
sem as quais as praticas médicas e terapéuticas ndo seriam possiveis. Em meio a
esse cenario, houve um afd por novas descobertas e desenvolvimento de novos
produtos visando melhorar os tratamentos médicos existentes e a qualidade de vida
dos pacientes. Akkari et al (2016) cita, por exemplo, que desde a década de 1940
grandes empresas multinacionais do setor farmacéutico com forte investimento em
P&D, cresceram de forma acelerada devido a um elevado numero de lancamentos de
medicamentos inovadores no mercado.

Assim, periodicamente, deparamo-nos com novas propostas medicamentosas
gue séo lancadas no mercado, visando, de alguma forma, trazer novas esperancas
terapéuticas. Os avan¢cos mais recentes da ciéncia tém trabalhado com a ideia da
nanotecnologia (FIGUEIRAS et al., 2014), e ndo podia ser diferente na area de
desenvolvimento de novos farmacos e medicamentos. Polimeros (macromoléculas
unidas repetida e continuamente) biodegradaveis dao origem a diferentes materiais
gue podem ser empregados na construcao de reservatérios para o armazenamento e
carreamento de medicamentos (SCHAFFAZICK et al., 2003). As nanoparticulas
poliméricas representam esses reservatérios de tamanho nanométrico que tem por
objetivo, por meio de diversos mecanismaos, otimizar a terapia medicamentosa frente
a uma enfermidade (SCHAFFAZICK et al., 2003).

A Anfotericina B (AMB) é um antifungico pertencente a classe dos polienos. Foi
descoberta e isolada em 1955, no Instituto Squibb para Pesquisas Médicas, a partir
de culturas de Streptomyces nodosus presentes em amostras obtidas do solo do Rio
Orinoco da Venezuela (FALCI; PASQUALOTTO, 2015; ARRUDA et al., 2016). Sua

efichcia e espectro de acdo a promoveram ao patamar de farmaco de referéncia
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no controle de infec¢des fungicas (ARRUDA et al., 2016). Varios artigos ja foram
publicados relatando a melhora dos efeitos de AMB quando veiculados por
nanoparticulas, como, por exemplo, para o tratamento de Paracoccidioidomicose
(SOUZA et al., 2015) e Leishmaniose cutanea (CASA et al., 2018).

Devemos nos ater, contudo, que ndo so6 evoluiram as plataformas de veiculagdo
dos medicamentos, como, também, varias substancias ja& foram propostas e
estudadas com a meta de serem reconhecidos como possiveis novos arsenais
terapéuticos. Assim é, por exemplo, 0 que ocorreu com um grupo de corantes
chamado ftalocianinas que ja experimentou diversas modificagdes estruturais visando
alcancar melhores propriedades fisicas, quimicas e farmacocinéticas (LI, X. et al.,
2017). As ftalocianinas representam uma classe de compostos heterociclicos
caracterizadas por um macrociclo central conjugado por quatro unidades de
diiminoisoindolinas unidas por a&tomos de nitrogénio (MELVILLE et al., 2015). A partir
da década de 1930, apdés as ftalocianinas serem estruturalmente definidas e
nomeadas, ocuparam um lugar de destaque na indastria téxtil e de corantes devido a
sua estabilidade térmica, baixa solubilidade e reatividade (GOBO, 2013; OLIVEIRA
et al., 2014). Sua aplicacdo, contudo, ndo se restringe a essas areas, tendo aplicacédo
em outras, tais como: células solares (VAROTTO et al., 2010), materiais
semicondutores (BECHTOLD et al. 2012), Terapia Fotodinamica antimicrobiana
(aPDT) (CARMELLO et al., 2016), dentre outros.

Como se pdde notar, as ftalocianinas também séo utilizadas na Terapia
Fotodinamica (PDT), que representa uma nova modalidade terapéutica cuja
proposta é promover o tratamento de uma determinada enfermidade pela
combinacado de oxigénio molecular, substancia sensivel a luz — Fotossensibilizador
(PS) e, claro, a presenca da luz em um determinado comprimento de onda
especifico capaz de excitar o PS (ISSA; MANELA-AZULAY, 2010)
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

Atualmente, o mundo vive em alerta quanto as infeccfes, sejam elas de origem
fungica ou bacteriana, pois o0 progresso da resisténcia desses microrganismos frente
aos arsenais farmacolégicos estd aumentando em uma velocidade maior do que
a que se produzem novos agentes antimicrobianos. O relatorio da Organizacao
Mundial de Saude (OMS) de 2012 sobre a crescente ameaca da resisténcia
antimicrobiana diz que a resisténcia aos antimicrobianos néo € um fenémeno recente,
mas um problema critico de satde nos dias de hoje (OMS, 2012). E também, por
exemplo, uma preocupacédo abordada pelo Grupo de Coordenacao Interagéncias para
Resisténcia Antimicrobiana (IACG) criado pelo secretario geral das Nac¢des Unidas, e
que reune parcerias com especialistas em saude humana, animal e vegetal, bem
como toda a Organizacao das Nac¢des Unidas (ONU), organizagcdes internacionais e
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (IACG, 2019). Segundo o relatério para o
secretario geral das Na¢bes Unidas, a resisténcia antimicrobiana € uma crise de nivel
mundial ameacando os progressos, de um século, alcancados na area da saude
(IACG, 2019). Doencas que apresentam resisténcia aos medicamentos
antimicrobianos ja sao responsaveis por causar, no minimo, 700.000 mortes por ano
em todo o mundo (IACG, 2019). Se nenhum esfor¢co para conter a resisténcia aos
antimicrobianos for sustentada, s6 nos paises de rendimentos elevados, por volta de
2,4 milhdes de pessoas poderdo morrer entre 2015 e 2050, além, também, dos
impactos econdmicos gerados aumentando a pobreza e as desigualdades (IACG,
2019).

Em decorréncia da existéncia de poucos antifungicos disponiveis no mercado

associada a ampla disseminacdo do uso dos mesmos devido ao aumento da
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incidéncia de infeccbes oportunistas por Candida spp, tal fato resulta na evolucéo da
resisténcia a tais medicamentos (SHEIKH et. al., 2013). Nesse meio, as infec¢gOes
fungicas sistémicas representam um problema emergente na pratica clinica atual,
tendo o aumento de sua incidéncia devido, principalmente, ao uso intensivo de
cateteres intravasculares e utilizacdo de antibioticos de largo espectro com maior
frequéncia associadas a imunossupressao, tais como transplantes, tratamentos
guimioterapicos e sindrome da imunodeficiéncia adquirida. Essas infec¢des fungicas
sistémicas apresentam elevada morbimortalidade, ndo obstante a aplicacdo de
terapia antifungica adequada (FALCI; PASQUALOTTO, 2015). Nos ultimos anos, a
incidéncia de falhas no tratamento aumentou acentuadamente em pacientes com uso
de terapia prolongada, representando, assim, um sério problema no tratamento de tais
infecgdes (SHEIKH et. al., 2013).

Uma proposta levantada pelo relatério da IACG para combate a resisténcia
antimicrobiana pauta-se no eixo “Inovar para acautelar o futuro” que, dentre varias
recomendacdes, apela para o investimento e inovacdo em antimicrobianos de
qualidade garantida, novos compostos e alternativas seguras e eficazes aos
antimicrobianos para a saude humana, animal e vegetal (IACG, 2019). Considerando
tais apelos, é possivel tentar cumpri-los com a utilizacdo de novas moléculas e
terapias, a saber, moléculas fotossensiveis utilizadas em Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana (aPDT), bem como a implementacé&o de novas formas de veiculagéo
dos farmacos que consigam produzir melhores resultados terapéuticos com
consequente diminuicdo do abuso de seu uso e toxidade, como, por exemplo, a

utilizacao de nanoparticulas,
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2.2 ANFOTERICINA B

Em 1958, a Anfotericina B (AMB) (Figura 2) foi utilizada pela primeira vez no
tratamento de paracoccidioidomicose e, ulteriormente, nas demais infec¢des fangicas
provenientes de outras espécies de fungos (ARRUDA et al., 2016), sendo, por
exemplo, a base fundamental na terapia da criptococose disseminada (doenca
fungica com maior impacto em mortalidade no mundo, causando mais de 600.000

mortes/ano) (FALCI; PASQUALOTTO, 2015).

Figura 2. Estrutura molecular da Anfotericina B. Fonte: Préprio autor

O mecanismo de acdo da AMB nao estd, até o momento, completamente
elucidado. Entretanto, sabidamente apresenta seus efeitos de duas maneiras distintas
(Figura 3), sendo aqueles ocasionados diretamente sobre a membrana celular e os
intracelulares por meio da inducdo de estresse oxidativo (MESA-ARANGO et al.,

2012; FALCI; PASQUALOTTO, 2015).
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Figura 3. Mecanismo de acdo da AMB. Efeitos diretos sobre a membrana: Ligagdo com o ergosterol
(1), sequestro de ergosterol (2), Efeitos intracelulares: AMB agindo como pré-oxidante(3), producéo
de espécies reativas de oxigénio com prévia ligagdo ao ergosterol(4) e influéncia na atividade
mitocondrial(5). Fonte: Adaptacédo de MESA-ARANGO et al., 2012)

O efeito direto sobre a membrana plasmatica ocorre devido a interacdo com as
moléculas de ergosterol, enquanto que os efeitos intracelulares pela inducdo de
estresse oxidativo geram espécies reativas de oxigénio (MESA-ARANGO et al.,
2012). A AMB, na membrana, pode se ligar ao ergosterol (1) e criar poros, ou apenas
induzir o sequestro de ergosterol (2), resultando em uma interrupcao da estabilidade
da membrana (MESA- ARANGO et al.,, 2012). Dentro da célula, a AMB também
conduz uma explosao oxidativa. O mecanismo dessa conducdo permanece
desconhecido, mas existem varias possibilidades: o AMB pode agir diretamente como
um pré-oxidante (3) e, assim, promover o acumulo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (MESA-ARANGO et al., 2012). No entanto, também é possivel considerar que
este efeito intracelular exija ligacédo prévia ao ergosterol (4) (MESA-ARANGO et al.,

2012). Uma vez que os ROS sao produtos naturais da cadeia respiratéria, néo
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pode ser descartada a possibilidade de a AMB influenciar a atividade mitocondrial
(5), e contribuir dessa maneira para a explosdo oxidativa (MESA-ARANGO et al.,
2012). O acumulo de radicais livres apresenta multiplos efeitos nocivos sobre os
componentes essenciais da célula (membrana, proteinas, DNA e mitocondrias)
resultando em morte celular (MESA-ARANGO et al., 2012).

N&o obstante a AMB possui maior afinidade pelo ergosterol, muitos de seus
efeitos téxicos decorrem de sua ligacdo ao colesterol e outros constituintes da
membrana celular de mamiferos (ARRUDA et al., 2016). Um dos efeitos adversos
importantes e que gera bastante atencdo e preocupacao durante a utilizacdo da AMB
€ a sua nefrotoxicidade. A AMB é uma molécula anfipatica, mas tem como
caracteristica geral ser insollvel na maioria dos solventes organicos, bem como na
adgua (FALCI; PASQUALOTTO, 2015; ARRUDA et al., 2016).

Tais caracteristicas, como as acima citadas, estabelecem um perfil insignificante
de absorcao por via oral. Em vista de resolver essa problematica, varios estudos tém
sido realizados no sentido de elaborar sistemas de carreamento de farmacos com
habilidades de diminuir a toxicidade e melhorar o perfil de dissolucdo da AMB,
estando, entre eles, as nanoparticulas (FALCI; PASQUALOTTO, 2015; ARRUDA et
al.,2016).

Existem formulagfes lipidicas de AMB disponiveis no mercado como, por
exemplo, a AMB lipossomal (Ambisome®), cuja utilizacdo trouxe melhoras
consideraveis e expressivas no que diz respeito a diminuicdo da toxicidade em
relacdo a AMB livre. Um ensaio clinico randomizado, multicéntrico, duplo-cego
conduzido por Walsh et al, (1999), citado por Falci e Pasqualotto, (2015, p. 68), para
o tratamento empirico de infec¢des fungicas invasivas demonstrou, com um p <0,001,

que a nefrotoxicidade da AMB lipossomal ocorreu em 19% dos pacientes, enquanto
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que, para a AMB livre, 34% dos pacientes apresentaram o referido problema (FALCI,
PASQUALQOTO, 2015), mantendo-se, no entanto, o sucesso do tratamento clinico de
forma bastante similar de 50% e 49%, respectivamente (FALCI; PASQUALOTO,
2015). Tal fato demonstra o potencial conduzido pelos sistemas de carreacdo de
farmacos justificando, assim, estudos que possam se utilizar dessa tecnologia para
buscar progressivos aprimoramentos.

Por fim, é importante considerar que a AMB pode se apresentar com trés formas
distintas, quais sejam a monomeérica, oligomérica e agregada, dependendo da sua
concentracdo (FILIPIN; SOUZA, 2006). Em baixas concentragées (5,0. 10" mol/L) no
meio aquoso, ha a presenca de quatro bandas entre 320 e 420 nm, cujo
comportamento é caracteristico de sua forma monomérica. Elevando-se a
concentragdo para 5,0.10° mol/L ha uma modificacdo do espectro com o surgimento
de uma banda achatada e intensa préxima de 340 nm assinalando a aparicdo das
formas agregadas (FILIPIN; SOUZA, 2006). A formacao de canais em membranas
que contenham ergosterol foi verificada para AMB tanto na forma monomérica quanto
agregada, embora, para as membranas com colesterol, apenas as formas agregadas
foram capazes de formar tais canais (FILIPIN; SOUZA, 2006). Deste modo, a propria
concentracdo de AMB empregada ja possibilita a maior ou menor aptidao para se ligar

as membranas contendo colesterol presentes nas células de humanos.

2.3 FTALOCIANINAS

A busca por novas moléculas fotoativas com potencial nocivo para bactérias,
fungos e virus tém impulsionado intensivas pesquisas (DLUGASZEWSKA et al., 2017)

e, dentre essas moléculas, encontramos o0s corantes fenotiazinicos (azul de metileno
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e azul de toluidina), porfirinas e derivados de porfirina e as ftalocianinas
(DLUGASZEWSKA et al., 2017).

A partir da década de 1930, apoOs as ftalocianinas serem estruturalmente
definidas e nomeadas, ocuparam um lugar de destaque na inddstria téxtil e de
corantes devido a sua estabilidade térmica, baixa solubilidade e reatividade (GOBO,
2013; OLIVEIRA et al., 2014). Sua aplicacao, contudo, ndo se restringe a essas areas,
tendo aplicagdo em outras tais como: células solares (VAROTTO et al., 2010),
materiais semicondutores (BECHTOLD et al., 2012), aPDT (CARMELLO et al., 2016),
dentre outros. Para aplicacdo em PDT, as ftalocianinas atuam como
fotossensibilizadores (PS) e destacam-se pela intensa absorcdo na regido do
vermelho 650-800 nm, regido esta em que ha maior penetracdo da luz em tecidos
biolodgicos, além, também, de excelentes rendimentos de producdo de oxigénio
singleto (OLIVEIRA et al., 2014).

Atualmente, os principais compostos PS utilizados para PDT séo derivados
quimicos das clorinas, porfirinas, bacterioclorinas e ftalocianinas (Figura 4) (GOBO,

2013 ; OLIVEIRA et al., 2014).
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Figura 4. Estrutura e diferenciacdo dos principais PS derivados heterociclicos utilizados em PDT.

Devido as suas propriedades fisico-quimicas e potenciais aplicacbes em
tecnologia e medicina, as ftalocianinas, compostos heterociclicos relacionados as
porfirinas, foram amplamente estudadas. Substituicdes periféricas e no nucleo central
das ftalocianinas promovem alteracdes de suas propriedades fisico-quimicas
possibilitando utiliza-las em estudos biolégicos in vitro e in vivo (DLUGASZEWSKA et
al.,, 2017). Sao consideradas como uma classe de fotossensibilizadores de alta
eficiéncia caracterizadas por um macrociclo central formado pela conjugacdo de
quatro unidades de diiminoisoindolinas unidas por atomos de nitrogénio, e,
geralmente, contém um ion metélico diamagnético em seu ndcleo (CHEN et al., 2014;

MELVILLE et al., 2015). Dentro do seu nucleo central, as ftalocianinas tém potencial
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para ligacdo com mais de 70 ions metalico e ndo metélicos, dando origem as
metaloftalocianinas (ERTEM et al., 2018) sendo bastante conhecidas e estudadas,
por exemplo, as associacdes com Aluminio, Cloro e Zinco

Dentre as diferentes metaloftalocianinas encontramos uma, cuja denominacao
IUPAC é zinco 2,9,16,23-tetrakis(feniltio)-29H,31H-ftalocianina, molécula alvo de
nosso estudo, e que denominamos como Fenil-Tio-ftalocianina de Zinco (ZnS4Pc)

(Figura 5)

=9

Figura 5. Estrutura quimica do PS Zinco Fenil-Tio-Ftalocianina. Fonte: Sigma-Aldrich.
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2.4 TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA (aPDT - “Antimicrobial
Photodynamic Therapy”)

A luz é um dos elementos fundamentais da natureza e indispensavel para a vida
vegetal, base da cadeia alimentar. Portanto, todos os seres vivos de alguma forma
utilizam-se da luz solar para obtencéo de energia que lhes possibilitem a manutencao
da vida. Hoje, com a evolugdo cientifica em todas as areas e, sobretudo na
biologia, entendemos a real importancia da luz no processo da fotossintese, tdo
importante na existéncia da vida vegetal (OLIVEIRA et al., 2014).

Muitas das funcdes da luz, no que diz respeito as suas implicagdes bioldgicas,
ja foram elucidadas, embora, ha muito tempo, a luz, nas suas mais diversas formas,
tem sido utiizada  para  além de suas fungbes  primordiais
(OLIVEIRA et al., 2014). Honigsmann (2013) relata a existéncia do tratamento de
doencas com luz solar (helioterapia) durante muitos séculos; narra, por exemplo, que
h&4 mais de 3500 anos, 0s antigos egipcios e curandeiros indianos tratavam
leucoderma por meio da ingestédo de infusdes ou sementes de plantas combinada
com a exposicdo de luz solar. Entretanto, somente nos séculos XIX e XX comecgou-
se a melhor propagar o uso de luz ultravioleta e visivel (UV-Vis) no combate de
diversas doencas, resultando no prémio Nobel de medicina, em 1903, de Niels
Ryberg Finsen pelos significativos resultados obtidos no combate de Lupus vulgaris
por luz UV (OLIVEIRA et al, 2014). A PDT é uma reacdo quimica ativada por luz
utilizada para destruir, seletivamente, um tecido, reclamando, para isso, de um
agente fotossensibilizador no tecido-alvo, uma fonte de luz e oxigénio molecular
(ISSA; MANELA-AZULAY, 2010). A PDT é similar a aPDT, cuja diferenciagéo reside
nas células alvos do tratamento, quais sejam células tumorais e células microbianas,

respectivamente, porquanto o mecanismo de acdo da terapia € 0 mesmo
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(DLUGASZEWSKA et al., 2017). Foi descoberta h4 mais de cem anos, por volta de
1900, por meio de uma feliz descoberta ao acaso em que protozoarios do género
Paramecium foram mortos quando expostos, simultaneamente, ao corante acridina
(um PS) e a luz solar (HAMBLIN, 2016).

Entretanto, com o passar do tempo a PDT foi estudada quase que
exclusivamente para o tratamento de cancer até o inicio da década 1990, quando
se deduziu que a PDT também poderia exercer um poderoso efeito antimicrobiano
caso fosse projetado e utilizado PS que se ligassem seletivamente as células
microbianas (HAMBLIN, 2016). Esta terapia compfe-se de trés fases:. excitacao
do PS incluindo o tempo de pré-incubacédo, producdo de espécies reativas de
oxigénio e morte celular (RIBEIRO et al., 2012). Na primeira fase, a fonte de luz
transfere energia para o PS, cuja molécula absorve esta energia transmutando para
o estado excitado denominado singleto, a partir do qual, posteriormente, atinge o
estado excitado tripleto transferindo a energia absorvida para as moléculas de
oxigénio (reacdo do tipo IlI) ou para outras moléculas que interagem com o oxigénio
(reacdo do tipo I) (RIBEIRO et al., 2012). Na Figura 6, é demonstrado um esquema
simplificado das reac¢des do tipo | e Il a partir dos estados excitados de maior energia

do PS.
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Figura 6. Diagrama de Jablonski simplificado — mecanismo geral de geracao de espécies reativas de
oxigénio medidas por luz. Fonte:(OLIVEIRA et al., 2014) adaptado e modificado.

A molécula de fotossensibilizador no estado fundamental (*PS), apds absorver
um féton com comprimento de onda adequado do espectro visivel, ganha a energia
necessdria para alcancar seu estado mais energético denominado singleto (*PS*).
Neste estado, o fotossensibilizador pode seguir trés caminhos: retornar ao 'PS pela
dissipacdo da energia ganha na forma de calor ou reemitindo esse foton pelo
fendmeno da fluorescéncia. Pode ainda a partir da admisséo do processo de inversao
de spin, denominado cruzamento de intersistemas, ir para um estado excitado de
menor energia denominado tripleto (3PS*). Quando estando neste estado, o
fotossensibilizador, novamente, pode assumir mais de um caminho: voltar ao PS
consoante a dissipacao de energia na forma de calor ou reemitindo o féton por outro
fenbmeno conhecido como fosforescéncia. Entretanto, muitos fotossensibilizadores
sdo capazes de, no estado 3PS*, apresentar energias adequadas para transferi-la ao

oxigénio molecular (O,) (reagéo do tipo Il), presente naturalmente no estado tripleto

(0,), fazendo-o alcancar o estado de maior energia singleto (*O,*). Este, por sua
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vez, € excessivamente reativo no que tange ao ataque de moléculas bioldgicas e
consequente morte celular. Pode acontecer, também, de o ®PS* gerar espécies
radicalares ou peroxidos de hidrogénio (reacdo do tipo ) que também levam a
morte celular. A maior ocorréncia da reacao do tipo | ou Il depende das caracteristicas
intrinsecas do PS e o meio celular, mas qualquer um dos dois leva a formacéo de
espécies reativas de oxigénio, sendo que em geral a producdo de 'O,* é o mais
relevante na PDT (GOBO, 2013; RIBEIRO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2014,
HAMBLIN, 2016). Portanto, estes dois mecanismos fotooxidativos, capazes de
produzir espécies reativas de oxigénio sdo descritos, sendo que na reacao do tipo Il
o PS interage diretamente com as moléculas de oxigénio molecular, enquanto que
na reacao do tipo | hd um composto intermediario que reage primeiro com o PS e
depois com o oxigénio (RIBEIRO et al., 2012).

Um PS deve apresentar algumas caracteristicas particulares importantes para
a aplicacdo em PDT/aPDT, quais sejam o bom rendimento quantico de espécies
reativas de oxigénio, ser atdéxico na auséncia de luz, mostrar seletividade para células
doentes ou microbianas ao invés das células humanas sadias em curtos periodos de
incubacéo, fotossensibilidade ndo prolongada, farmacocinética favoravel (adequada
eliminacdo do corpo), baixa agregacdo em solucbes (principalmente
aguosas/bioldgicas), e a mais importante € apresentar carga catiénica fornecida por
atomo de nitrogénio quaternario ou grupos basicos amino (OLIVEIRA et al., 2014 ;
HAMBLIN, 2016).

O sucesso do tratamento de alguns agentes terapéuticos é prejudicado, em
algum momento, pelo desenvolvimento potencial de tolerancia ou resisténcia; Essa €
uma verdade presente quando pensamos nos medicamentos antibibticos,

antifingicos, antiparasitarios, antivirais e até para aqgueles usados no tratamento de
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doencas cronicas, como cancer e diabetes (DAVIES, J.; DAVIES, D., 2010)
acontecendo em doencas causadas ou sofridas por organismos vivos, incluindo
humanos, animais, peixes, plantas, insetos, etc; Muitas resolucdes, recomendacdes
e relatorios ja foram propostos e escritos, porém sem sucesso, considerando que o
desenvolvimento da resisténcia aos antimicrobianos é implacavel (DAVIES, J,;
DAVIES, D., 2010). A reducdo do uso inadequado de antimicrobianos com
consequente diminuicdo do desenvolvimento da resisténcia microbiana pode ocorrer
por meio do auxilio da aPDT. Esta é uma alternativa promissora na batalha contra

infeccdes localizadas de microrganismos (MELO et al., 2012).

2.5 NANOMATERIAIS POLIMERICOS E NANOPARTICULAS

A pratica médica atual, quando comparada a do século passado, sofreu
incontaveis avancos, inclusive no que tange a doencas antes intrataveis
(SHEINGOLD; HAHN, 2014; RIZVI; SALEH, 2017). Muitos medicamentos foram
desenvolvidos para o tratamento de diversas doencas. E inegavel a velocidade do
avanco tecnoldgico que o mundo esté enfrentando, e ndo € diferente com a area da
Saude. Tal avanco associado com suas aplicacdes no campo de medicamentos e
produtos farmacéuticos revolucionou o século XX (NIKALJE, 2015). No universo
cientifico, a nanofisica tem ganhado cada vez mais notoriedade revelando suas
potencialidades multidisciplinares a comecar pelos diferentes campos de
aplicabilidade, como por exemplo, a engenharia, a quimica e ciéncias da vida
(SATTLER, 2010). Na nanociéncia, a escala de trabalho & do tamanho nanomeétrico,
isto €, 10~° m. Muitas pesquisas tém sido realizadas em torno dos nanomateriais para

aplicacdo em véarias areas, especialmente a médica. Eles sédo projetados e
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nanodimensionados utilizando diferentes materiais obtendo-se estruturas com
dimensbes semelhantes a certas classes de macromoléculas como peptideos e
proteinas, além de dispositivos bioldégicos como virus e outras estruturas
macromoleculares de composicéo biolégica (LEE et al., 2017). Desse modo, ha um
interesse nobre para 0 aumento da importancia desses sistemas nanoestruturados
de carreacdo de farmacos, tais como as nanoparticulas, cuja origem reside em seu
potencial para revolucionar a medicina moderna (BANIK et al., 2016).

S&o inimeros os motivos pelos quais o uso de nanoparticulas é importante. A
eficacia de muitos medicamentos é frequentemente limitada pela sua baixa
concentracao no sitio alvo e distribuicdo sistémica pelo organismo; além disso, com
a necessidade das altas dosagens para o efeito terapéutico, aumenta-se o risco de
toxicidade e efeitos adversos, justificando-se, assim, pesquisas que busquem o
desenvolvimento de novos sistemas que aperfeicoem a terapia (TIYABOONCHAI,
2003). E pensando em solucionar tais problemas, que o avanco na area de
desenvolvimento de carreadores de farmacos é progressivo, o que € confirmado, por
exemplo, pela presenca de mais de 360.000 artigos publicados nesta area na base de
dados cientificos do Science Direct até Abril de 2019.

Sistemas carreadores nanoparticulados apresentam como vantagens a
possibilidade de direcionamento a tecidos especificos, melhor taxa de dissolucéo
(devido ao seu tamanho reduzido associado a grande area superficial) aumentando
sua biodisponibilidade, superacao da resisténcia oferecida pelas barreiras fisiologicas,
diminuicdo da toxicidade, melhor indice terapéutico, entre outros (SCHAFFAZICK et
al., 2003; RAWAT, 2006).

As nanoparticulas podem ser preparadas com polimeros ou lipidios, e

apresentam diametro submicronico. Quanto a classificacdo, elas podem ser
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nanoesferas ou nanocapsulas (SCHAFFAZICK et al., 2003; LI, Q et al., 2017),
havendo, portanto, uma distincdo entre elas proveniente da composicdo e
organizagdo estrutural (Figura 1) (SCHAFFAZICK et al., 2003). As nanocépsulas
compdem-se de um nucleo de natureza lipidica envolto por uma camada de material
polimérico, cujo farmaco pode estar adsorvido neste ou dissolvido no nucleo
hidrofébico. Em contrapartida, as nanoesferas nao apresentam um nucleo distinto em
sua composicao que € isenta de Oleo, formadas, apenas, por uma matriz polimérica

em que o farmaco fica retido ou adsorvido (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Nanocapsulas Nanoesferas
Parede —_pg - e, S P et o * N - Matriz
a0 O O N ¢4 Q o O a Sl
polimérica | o\l A polimérica
O © } - e B e
% “ of | '» 3 3 &) |
NaeoSg o o4 W QY GO0y
oleoso /‘V ) S o o0 S -l CR
Farmaco " o % d) Farmaco

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura de nanocépsulas e nanoesferas poliméricas: a)
representacdo de uma nanocapsula cujo farmaco esté dissolvido no nucleo oleoso; b) representacéo
de uma nanocépsula cujo farmaco estd adsorvido a parede polimérica; C) representacdo de uma
nanoesfera cujo farmaco esta retido na matriz polimérica; d) representacdo de uma nanoesfera cujo
farmaco estd adsorvido ou disperso na matriz polimérica. Fonte:(adaptado de SCHAFFAZIK et al,
2003).

As nanocapsulas poliméricas (NC) sao constituidas de polimeros biodegradaveis
e demonstram propriedades interessantes, tais como estabilidade durante o
armazenamento e em fluidos biolégicos, bem como atravessar a barreira
hematoencefalica (BHE) acessando o Sistema Nervoso Central (SNC), adentrar por
entre as estreitas juncdes das células endoteliais da pele (RIZVI; SALEH, 2017),
penetracdo em tecidos concentrando-se principalmente no figado e medula 6ssea,

rica em fagocitos monucleares, permitindo seu emprego em doengas que tem como

alvo estas células, entre outros (LI, Q et al., 2017). Tais potencialidades terapéuticas
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tém chamado a atencdo dos pesquisadores. Comparadas aos lipossomas, as NC
podem alcancar com mais efetividade a entrega de farmacos em areas alvo
especificas, como 6rgaos ou tecidos com alteracfes patoldgicas. Assim, aumentam a
eficacia dos farmacos reduzindo, simultaneamente, os efeitos colaterais em tecidos
normais que rodeiam o 6rgéo alvo doente (LI, Q et al., 2017).

Encontramos na literatura varias metodologias de sintese de nanoparticulas
poliméricas, cujo emprego leva em consideracdo as caracteristicas fisico-quimicas
do farmaco e sua aplicacdo (CRUCHO; BARROS, 2017). De uma maneira geral
podemos classificd-las em duas categorias distintas cuja diferenca, no modo de
preparo das nanoparticulas, se da por reacdes de polimerizacdo de monémeros ou
de polimeros pré-formados (CRUCHO; BARROS, 2017). Os métodos envolvendo
polimerizacdo de monémeros apresentam alguns inconvenientes que limitam o seu
uso, podendo citar a formacédo a partir de monémeros ndo biodegradaveis ou de
biodegradacao lenta, como, também, a formacé&o de subprodutos téxicos que exigem
uma elaborada etapa de purificacao posterior para chegar a um produto farmacéutico
aceitdvel (CRUCHO; BARROS, 2017). Assim, com a finalidade de evitar tais
limitacbes, ganha mais atencdo os métodos que envolvem os polimeros pré-
formados, cuja vantagem est4d em evitar tais problemas, além de serem mais
facilmente controlaveis e ter maior rendimento (SOUTO et al., 2012).

A literatura cientifica descreve varias técnicas de producdo de nanoparticulas a
partir de polimeros pré-formados, como, por exemplo, a emulsificagcdo por
evaporacdo de solvente, emulsificacdo por difusdo de solvente, “salting-out”,
nanoprecipitacdo, difusdo em sacos de dialise e tecnologia de fluido supercritico

(CRUCHO, 2017). Por regra, a solubilidade do principio ativo determina a escolha do
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método de preparacdo (SOUTO et al., 2012) e, para a obtencado de nanoparticulas
com propriedades desejadas, a escolha mais adequada tem papel fundamental.

O presente trabalho propde a producdo de nanocapsulas poliméricas mistas a
partir do método de deposicdo interfacial de polimero pré-formado, técnica de
nanoprecipitacdo, e cujo emprego é considerado usual e eficiente para encapsulacéo
de substancias hidrofébicas (MILADI et al., 2015) com o intuito de avaliar atividade

antifingica contra Candida albicans aplicando-se a aPDT.

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver e caracterizar, do ponto de vista fisico-quimico, e fotobiologico,
nanocapsulas poliméricas contendo a combinacgéo de ZnS4Pc e AMB para avaliagao
antifangica in vitro contra Candida albicans aplicando-se a aPDT, além de propor um
novo fotossensibilizador para aplicacdo em aPDT, contribuindo para novas formas de

tratamento que possam diminuir a toxicidade e complementar a terapia convencional.

3.2 ETAPAS DO TRABALHO

» Desenvolvimento das nanocdpsulas poliméricas para liberacdo
controlada dos ativos ZnSsPc e AMB.

Determinacédo dos parametros fisico-quimicos da formulacao.
Determinacéo das caracteristicas morfoldgicas das nanocépsulas.

Determinacéo da concentracdo dos ativos nas nanocapsulas.

vV VYV V¥V V¥V

Ensaio de viabilidade celular (Citotoxicidade) com linhagem celular
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NIH/3T3
» Ensaio de atividade fotodindmica antimicrobiana e Concentracao

Fungicida Minima

4 MATERIAIS E METODOS
41 MATERIAIS

A agua utilizada para o preparo das formulacdes foi do tipo ultrapura obtida do
sistema Gehaka Master System All Wfi, Sdo Paulo. Para o preparo das nanocapsulas
(NC), os seguintes reagentes quimicos foram utilizados: Poli(acido latico-co-glicélico)
(PLGA) (Sigma- Aldrich), Fosfatidilcolina de soja — Lipoid S100®, éleo de soja (Sigma-
Aldrich co. St. Louis, MO, EUA) e Poli(etilenoglicol)-bloco-poli(propilenoglicol)-bloco-
poli(etilenoglicol) - (Kolliphor P188) (Sigma-Aldrich). Os compostos utilizados foram a
AMB adquirida da empresa Inlab Confianca e a ZnS4Pc adquirida da Sigma-Aldrich.
Foram utilizados solventes organicos de grau analitico como a acetona (J T Baker) e
o dimetilsulféxido (DMSO) (LS Quimicals).

Para os ensaios de viabilidade celular (citotoxicidade), foram empregados
linhagens de células NIH/3T3 ATCC® CRL-1658™ meio Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEN; Gibco BRL, EUA) suplementado com 100 U.mL* de penicilina,
2,0 mmol.L* de glutamina, 0,1 mg.mL™* de estreptomicina e 10% de soro fetal bovino
(SFB) (Cultlab, Campinas/Brasil) além, também, de tripsina (Gibco BRL, EUA),
solugéo tampéo fosfato salino (PBS 1x, pH 7,4 Sigma) e placas de microtitulacao de
96 pocos.

Os ensaios de atividade fotodindmica antimicrobiana utilizaram leveduras de

Candida albicans ATCC® 90028™, meio caldo Sabouraud dextrosado, placas de
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microtitulacdo de 24 pocos e fontes de Luz do tipo LED de 660 nm de 12 mW/cm?

acopladas a uma Biotable de 24 pocos e (PBS 1x, pH 7,4 Sigma).

4.2 METODOS
4.2.1 PROTOCOLO DE PREPARO DAS NANOCAPSULAS CONTENDO FENIL-
TIO-FTALOCIANINA E ANFOTERICINA B

As NC poliméricas foram preparadas na concentracédo de 0,05 mg.mL* de AMB
e de ZnS4Pc pelo método de deposicao interfacial do polimero pré-formado conforme
descrito por Fessi et al. (1989), com modificacdes. A emulsificacdo espontanea da
fase orgéanica interna (que contém o polimero) na fase aquosa externa € o que
caracteriza tal método (SILVA, et al., 2003), na qual goticulas oleosas nanométricas,
apresentando revestimento polimérico, sdo formadas espontaneamente. Durante o
preparo das formulagcbes houve um controle de temperatura ajustado para 40 °C,
utilizando-se, para isso, de um sistema de banho de aquecimento conectado a
reatores camisados (jaqueta para tubo do tipo Falcon FP50 de fundo cbénico) com
agitacdo magnética a 250 rpm. Foram preparadas NC vazias, NC com ZnS4Pc
(NC/ZnS4Pc), NC com AMB (NC/AMB) e NC mistas com a associagdo de ambas as
substancias (NC/ZnS4Pc + AMB). As formulagbes foram iniciadas com o preparo da
fase organica, totalizada por 15 mL de acetona, pela inclusdo do copolimero PLGA
50:50 (0,75% m/v) e, atuando como tensoativo, a lecitina de alta pureza fosfatidilcolina
de soja (1,75% m/v), previamente pesados e dissolvidos na fase mencionada e
mantida a temperatura de 40 °C. Para as NC/ZnS4Pc, a ZnS4Pc foi previamente
dissolvida no 6leo de soja com a ajuda do banho ultrassénico completando sua
solubilizagdo pelas lavagens com a fase organica. O mesmo procedimento foi

realizado para as NC/AMB, enquanto que, para as NC/ZnS4Pc + AMB, a melhor
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maneira de preparo para evitar perdas dos compostos foi com a AMB sendo
solubilizada no 6leo se soja e a ZnS4Pc com a fase organica, sempre com o auxilio
do banho ultrassénico por 10 min, para melhorar o processo de dissolucéo.

A fase aquosa, apresentando 30 mL de agua, foi preparada pela adicdo do
tensoativo Kolliphor P188 (1,25 % m/v) em agua ultrapura, sob agitacdo magnética
moderada e constante (250 rpm) a 40 °C e, apds completa solubilizacdo do mesmo,
a fase organica foi gotejada (uma gota por segundo) sobre a fase aquosa
ocasionando a formacao das NC. Completado o processo de gotejamento, toda a
fase organica e 20 mL da fase aquosa foram removidas pelo processo de evaporacao,
com a ajuda de um rotaevaporador — Buchi, sob pressao reduzida a 125 rpm, até um
volume final de formulac&o de 10 mL. A Figura 7 representa, de maneira esquematica,

as etapas do processo de producdo das NC segundo o método acima descrito.

¥ @9
b : o

1" etapq 3% etapa ™ /
(Dls[solugao) (Deposicao interfacial de co- fb =

4 % polimero)

&l = 42 etapa

& Fase aquosa (extragao do solvente)
2% etapa
(Adigao fase organica
sobre aquosa)

%

Figura 7. Método de deposic¢éo interfacial do polimero pré-formado descrito por Fessi et al. (1989) com
adaptacoes.
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4.2.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS NANOCAPSULAS
4.2.2.1 DETERMINACAO DO TAMANHO DAS PARTICULAS E INDICE DE
POLIDISPERSIDADE

O tamanho médio das nanocapsulas (diametro hidrodinamico - d) e o indice de
polidispersidade (Pdl) foram determinados tanto na presenca quanto na auséncia de
AMB e ZnS4Pc por meio da técnica do Espalhamento Dindmico de Luz (“Dynamic
Light Scattering” - DLS). Para a realizacdo das analises, foram respeitados o0s
procedimentos operacionais padrdes (POP) do equipamento em uso, Zetasizer®
Nano ZS90 - Malvern Instruments, do Departamento de Fisico-Quimica do Instituto
de Quimica de Araraquara- UNESP. O preparo das amostras para as analises em
questdo foi executado pela diluicdo de 20 pL da formulacdo em 2 mL de agua
ultrapura- MiliQ (diluicdo 1:100). As andlises foram conduzidas a 25 °C com um laser
de 633 nm. As amostras ficaram contidas em uma cubeta de poliestireno com

caminho éptico de 1,0 centimetro (cm).

4.2.2.2 MEDIDA DO POTENCIAL ZETA

O potencial zeta () das nanocapsulas, calculado pelo equipamento Zetasizer®
Nano ZS90 - Malvern Instruments foi medido por mobilidade eletroforética. As
analises foram realizadas com as amostras diluidas 1:100, a 25 °C diretamente em

agua ultra-pura.
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4.2.2.3 ANALISE MORFOLOGICA POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA
(MFA)

Uma série de novas oportunidades e modalidades de observacdo sobre
sistemas biologicos complexos foi aberta com o desenvolvimento da MFA que surgiu
como uma das mais poderosas e versateis técnicas devida a sua possibilidade de
adquirir imagens morfologicas tridimensionais com resolucdo sub-nanométrica
(RUGGERI et al., 2019). Uma analise topografica convencional é capaz de fornecer
informacdes valiosas das caracteristicas morfo-estruturais de amostras biologicas
heterogéneas (RUGGERI et al., 2019). A MFA progrediu para tornar-se uma
ferramenta extremamente Util para o estudo da estrutura e propriedades de sistemas
nanoestruturados, incluindo as nanoparticulas (ADHIKARI et al. 2017). Entretanto,
como toda técnica, apresenta vantagens e desvantagens. Assim, além do alto poder
de resolucao e abertura de novas oportunidades de observacgéao, vigora também entre
as vantagens a possibilidade de geracdo de imagens sob condi¢cdes Umidas e sem
pré-tratamento das amostras. Entre as desvantagens temos, por exemplo, as
interacdes entre a ponta do cantilever do microscépio e a amostra, podendo causar
distor¢cdes nas imagens e resolugdo maxima por volta de 2 nm no modo ndo-contato
(DUBES et al., 2003).

Sob temperatura ambiente e sem a necessidade de cobertura da amostra, foram
adquiridas as imagens das formulagdes utilizando o equipamento “Scanning Probe
Microscope” modelo SPM-9600, da Shimadzu e software SPM Online, do Laboratério
de Microscopia de Forca Atdbmica do Departamento de Quimica da FFCLRP-USP.
Uma gota (5,0 pL) das formulagcdes NC/ZnSsPc e NC/ZnS4sPc + AMB foi depositada
em uma superficie de mica, depois espalhada e seca sob temperatura ambiente. Com

um cantilever de 124 um, as imagens foram obtidas pelo modo de contato intermitente
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a uma frequéncia de ressonancia operando entre 324-369 KHz, rigidez de 34-51 N/m
e forca constante. As imagens das formula¢des foram processadas usando o préprio

software do equipamento.

4.2.3 DETERMINACAO DOS ESPECTROS DE ABSORCAO E EMISSAO DE
FLUORESCENCIA UV/VIS NO ESTADO ESTACIONARIO

Foram determinados, no estado estacionario, 0s espectros de absorcédo e
emissdo de fluorescéncia de ZnSsPc livre (5,0 pumol.L') e nanoencapsulado
(0,05 mg.mL') como componente da caracterizacdo espectroscopica a partir do
espectrofotdometro GENESYS™ 10S UV-Vis (ThermoFisher Scientific) (Figura 8-A) e
espectrofluorimetro RF 6000 — Shimadzu (Figura 8-B), respectivamente. Para o0s
espectros de absorcdo foram utilizados cubetas de quartzo com 1,0 cm de caminho
optico com duas faces foscas e duas transparentes, enquanto que para as analises
de fluorescéncia, conquanto a cubeta também tenha sido de quartzo com 1,0 cm de
caminho Optico, esta apresentava os quatro lados transparentes, propria para esse
tipo de analise. Ademais, no que tange a medida de fluorescéncia, estabeleceu-se
um protocolo com excitacdo fixa em 640 nm, tempo de integracdo de 0,1 s, fendas de

excitacao e emissao de 3,0/3,0 nm respectivamente, e faixa leitura foi 650 a 800 nm.
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Figura 8. Espectrofotbmetro GENESYS™ 10S UV-Vis- ThermoFisher Scientific e Espectrofluorimetro
RF 6000 — Shimadzu.

4.2.4 DESENVOLVIMENTO DO METODO ESPECTROANALITICO

A fim de possibilitar o calculo posterior da quantificacdo e teor de encapsulacao
de ZnS4Pc e AMB na formulacdo, construiu-se, em DMSO, uma curva padrao
correlacionando a maxima absorcdo e a concentracdo variando de 0,255 a
2,04 pg.mL! e 0,50 a 10,0 pg.mL? para ZnS4Pc e AMB, respectivamente.
Previamente a construcéo da curva, foram preparadas uma solucdo padrao (sp) de
concentracdo 51,0 ug.mL? para ZnS4Pc e 200,0 pg.mL! para AMB. As curvas com
as diferentes concentracfes foram construidas pelo método de diluicbes sucessivas
adicionando-se fracdes da sp na cubeta com micro-seringas analiticas (Hamilton Co.)
de 10 a 50 pL para a obtencdo das concentracfes desejadas, avaliando-se,
posteriormente, os parametros de Linearidade, Limite de deteccdo (LD) e Limite de
quantificacéo (LQ).

A validagcdo dos parametros, acima descritos, foi realizada conforme o
estabelecido pela Conferéncia Internacional de Harmonizacdo (International
Conference on Harmonisation, ICH), para registro de produtos farmacéuticos,

objetivando, em humanos, o seu uso, com base no guia de validagéo da ICH nomeado
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“Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology” Q2(R1) (ICH, 2005), que,
semelhantemente, se apresenta como estabelecido pela “United States
Pharmacopeia USP 30 NF 25 (USP, 2007)” e por Sigueira-Moura e colaboradores

(2010).

4.2.4.1 LINEARIDADE

A linearidade do método foi estabelecida construindo-se cinco curvas de
calibracdo com sete pontos de concentracdes diferentes variando de 0,255 a
2,04 pg.mLt e 0,50 a 10,0 pg.mL?! para ZnS4Pc e AMB, respectivamente,

obedecendo a Lei de Lambert-Beer.

4.2.4.2 LIMITE DE DETECCAO (LD) E LIMITE DE QUANTIFICACAO (LQ)

Foram estimados os Limites de Deteccao (LD) e Limite de Quantificacéo (LQ) a
partir da curva padrdo de correlacdo. Os calculos de LD e LQ foram realizados de

acordo com as Equacdes 1 e 2, respectivamente:

LD = (DP/b) x 3,3 (1)

LQ = (DP/b) x 10 )

Em que, DP € o desvio padrao do intercepto com relacéo ao eixo dos Y e b o

valor da inclinag&o da curva analitica
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4.2.5 QUANTIFICACAO E TEOR DE ENCAPSULACAO DOS ATIVOS NA
FORMULACAO

Para o calculo da quantificacdo, as amostras das NC foram diluidas 25x,
enquanto que, para teor de encapsulacdo em NC, as diluicbes empregadas no
sobrenadante apos a centrifugacdo, foram de 4x para as NC/ZnS4Pc e 5,3x para
NC/ZnS4Pc + AMB, respectivamente. Para o célculo dos dois parametros utilizou-se
0 método de espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Vis em um
espectrofotdometro GENESYS™ 10S UV-Vis (ThermoFisher Scientific), valendo-se de
uma cubeta de quartzo com 1,0 cm de caminho 6ptico, contendo 2,0 mL de DMSO
com as substancias diluidas, abertura de feixe de 1,0 nm, velocidade de varredura
800 nm/min e medidas na faixa 300 a 800 nm para ZnS4Pc e 300 a 470 nm para AMB.

O teor de encapsulacdo (T.E) dos ativos ZnSsPc e AMB foram calculados
mediante a correlagcdo entre a quantidade total do ativo presente na formulagéo
(célculo de quantificacdo) e a concentracdo dosada no sobrenadante, de acordo com

a Equacao 3 demonstrada a seguir:

(TPC— LPC)

T.E. (%) = (TPC)

x 100 (3)

Em que TPC representa a concentracao total do ativo na formulacdo e LPC a
concentracdo do ativo presente no sobrenadante da amostra, apos submeter-se a
centrifugacéo para total separacao.

Para tanto, foi utilizada uma microcentrifuga modelo Heraeus™ Fresco™ 17-
Thermo Fisher Scientific e um microtubo para centrifugacdo Amicon® Ultra- 0,5 mL
com filtro 30 kDa para reter as nanocapsulas, e permitir a passagem da fase aquosa

externa para além do filtro, resgatando-a como sobrenadante no fundo do microtubo.
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A centrifugacéo ocorreu por 60 min a 13.000G (10.774 rpm) e 4 °C. Posteriormente,
o sobrenadante foi analisado no espectrofotometro, tendo, como base para os
calculos, os comprimentos de onda adotados nas curvas analiticas. Abaixo, a Figura
9 descreve, esquematicamente, as etapas realizadas para o experimento de teor de

encapsulacao.

: . =
: oy : T 5
.. _— —_— by [ =
Introduc@o de 400pL CARTIiGaCEs 55760 Recuperagio do Leitura do
de formulagéo no A 1:?0(;;0(; 240 c sobrenadante proveniente sobrenadante no
microtubo Amicon® da centrifugacao espectrofotometro

Figura 9. Esquema representativo das etapas do experimento do teor de encapsulacao

4.2.6 DETERMINACAO DO TEMPO DE INCUBACAO COM RESAZURINA:
PADRONIZACAO DO METODO DE VIABILIDADE CELULAR

Foi realizado um ensaio preliminar para determinar o melhor tempo de
incubacgdo para as linhagens celulares de Candida albicans ATCC® 90028™ antes
dos ensaios de atividade fotodindmica antimicrobiana. O ensaio foi realizado de
acordo com o descrito por Rezende et al (2019).

As células de Candida albicans ATCC® 90028™ foram inoculadas em caldo
Sabouraud dextrosado e incubadas por 18 h a 37 °C. Apds esse periodo, foram
transferidas para tubo falcon e centrifugadas para descarte do sobrenadante. As
células foram ressuspendidas com solucdo de PBS pH 7,4 e contadas em
microscopio optico com auxilio de uma camara de Neubauer. Foi construida uma
solucéo padréo fungica de 3x10° células.mL? em PBS pH 7,4 com resazurina diluida

para 2,5 pg.mL2. Aliquotas de 500 pL foram adicionadas em placas de microtitulacéo
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de 24 pocos e incubadas a 37 °C. Leituras por espectroscopia de absorcdo foram

realizadas no tempo 0, 24 e 48 h.

4.2.7 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR DAS FORMULACOES EM CELULAS
NIH/3T3 UTILIZANDO RESAZURINA

O ensaio de citotoxicidade, retratado pela viabilidade celular, representa um
requisito fundamental para avaliacao biolégica de sistemas farmacéuticos, utilizando-
se, para isso, cultura de células de mamifero in vitro para avaliar a satude celular das
mesmas (LIU et al., 2018). Caracteriza-se por ser um modo de determinar se um dado
composto contém substancias com potencial biologicamente toxicas ou prejudiciais a
célula (LIU et al., 2018).

Com o intuito de avaliar a citotoxidade da NC mistas, ensaios de viabilidade
celular foram realizados utilizando-se a resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona 10-
oxido, Sigma-Aldrich Co., MO, EUA). A resazurina, um corante naturalmente azul,
possui uma banda de absor¢cdo maxima em 600 nm e, na presenca de células vivas,
€ internalizada pelas mesmas sofrendo metaboliza¢do reduzindo-se a resorufina de
coloracgdo rosa, cuja banda de maxima absorcéo se encontra em 570 nm (JAYME et
al., 2017) e, apos excitada, emite luz no comprimento de onda de 590 nm (XU et al.,
2015), de modo que pode ser quantificada tanto por espectroscopia de absorcdo
quanto por fluorescéncia. Assim, de posse dessas informag¢des, empregou-se a
espectroscopia de absorcdo para quantificar o numero de células viaveis ap0s a
incubacdo das células com as NC Mistas e, para tal, foi empregado o leitor de

microplacas Tecan Safire Il (Tecan Group, Grodig, Austria).
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A Linhagem comercial de fibroblasto murino (NIH/3T3 - ATCC® CRL-1658™ foi
utilizada como modelo biolégico. Tal linhagem foi cultivada em uma estufa com 5%
de COz2a 37 °C. A principio, o cultivo ocorreu até que fosse atingido o estagio de
confluéncia e, apdés isso alcancado, as células foram retiradas das garrafas de cultura
celular com auxilio de tripsina e centrifugadas a 2500 rpm por 10 min. Posteriormente,
as células foram ressuspendidas em meio DMEN suplementando com Soro Fetal
Bovino (SFB) a 10%. Com o auxilio de uma Camara de Neubauer houve a contagem
do nimero de células vivas valendo-se, para isso, de 100 uL da suspenséo celular na
qgual foram adicionados mais 300 pL de solucdo Azul de Tripan 0,4%, como descrito
por Freshney (1994). A contagem ocorreu com a ajuda do microscopio optico Axiovert
40 CFL (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) no campo claro e lente objetiva de aumento
de 10x, em que apenas as células vivas foram contadas, isto €, aquelas que néo
foram coradas de azul. Uma concentrac&o celular correspondente a 5x103 células por
poco foi padronizada para os ensaios de viabilidade celular em vitro, utilizando-se
placas de microtitulacdo de 96 pocos dentro das quais as células foram semeadas
com meio DMEN suplementado a 10% SFB e incubadas por 24 h. Apds este tempo
de incubacédo, o meio foi retirado e adicionou-se as NC Mistas diluidas a 1%, 2,5%,
5%, 10% e 15% (v/v) em meio DMEN suplementado com 3% de SFB. Como controle
positivo de crescimento celular, 16 pocos da placa foram destinados para semear as
células sadias em meio DMEN sem qualquer adicdo de NCs, bem como também
destinou-se outros 16 pogos para a incubacao das células junto as NC vazias diluidas
a 15% (v/v) para avaliagéo da citotoxidade do sistema nanoestruturado isento dos
ativos. Protegidas da luz, as células foram incubadas por um periodo de 4 h.
Alcancada as 4 h, o meio foi retirado das placas e substituido por meio DMEN

suplementado a 10% com SFB seguida de uma incubacdo por mais 24 h. Assim,
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transcorrido esse periodo, realizou-se 0 ensaio de viabilidade celular propriamente
dito com resazurina conforme protocolo descrito por Jayme e colaboradores (2017).
Como descrito na secao 4.2.6, padronizou-se o melhor tempo de incubacdo da
resazurina junto as células NIH/3T3 em uma placa de microtitulacdo de 24 pocos
conforme descrito por Rezende et at (2019). As células, previamente contadas, foram
palanqueadas na concentragdo de 5x103 células por poco em meio DMEN com SFB
a 10%. Apoés 24 h de incubagédo, o meio foi retirado e adicionou-se meio DMEN sem
vermelho de fenol com resazurina (25 pg.mL™*) diluida a 10%. Apés 3, 4 e 5 h foram
retiradas aliquotas do sobrenadante dos pocos e realizou-se a leitura no
espectrofotometro por espectroscopia de absor¢cdo de modo a determinar o melhor
tempo de incubacdo para a internalizacdo e metabolizacdo da resazurina pelas
células NIH/3T3. Padronizou-se o tempo de incubacao para 4 h. Assim, decorridas
24 h do tratamento das células com a formulacdo das NC mistas, foi adicionado aos
pocos da placa o meio DMEN com resazurina a 10% e, subsequentemente, incubou-
se a placa por 4 h, realizando-se, em seguida, as leituras espectrofotométricas de
absorbéancia em 570 nm e 600 nm. A apresentacdo dos resultados se deu por

percentagem em relacéo ao controle segundo consta na Equacgéao 4:

(%) células viaveis = (D.O amostra / D.O controle) x 100 4)

4.2.8 ENSAIO DE ATIVIDADE FOTODINAMICA ANTIMICRIANA
(FOTOINATIVACAO) E MFC

O ensaio de fotoinativagao ou atividade fotodinamica foi realizado com células

planctdnicas em uma placa de microtitulacdo de 24 pocos segundo adaptacdo do
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protocolo descrito por Ribeiro et al (2012). Foram utilizadas células da American Type
Culture Collection (ATCC; Rockville, MD) de Candida albicans ATCC® 90028™
mantidas em meio Agar Sabouraud dextrosado em colaboracdo com Laboratoério de
Biotecnologia- BIOTECFAR da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de
Araraquara.

Antes do inicio do experimento, as células foram inoculadas em meio caldo
Sabouraud e mantidas por 18 h em uma estufa a 37 °C. Transcorrido este tempo,
todo o contetudo do tubo de ensaio foi transferido para tubo coénico e levado para
centrifugacéo por 10 min a 7000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e
as células foram ressuspendidas com 5 mL de solu¢édo PBS pH 7,4. Com o auxilio de
uma camara de Neubauer e microscoépio Optico foi realizada a contagem das células,
e preparou-se uma solucéo flingica padrdo em PBS pH 7,4 na concentracdo 3x10°
células/mL, de modo que, no final do experimento, apés plagueamento, cada poco
da placa conteria 1,5x10° células com adicdo de 500 pL da solucio.

Da solugéo fungica padréo foram transferidos 8,0 mL para 2 tubos conicos e
seguiu-se com a centrifugacdo dos mesmos por 10 min a 7000 rpm, descartando-se
0 sobrenadante ao final. Em seguida, ambos os tubos tiveram as células
leveduriformes ressuspendidas com 8,0 mL das NC Mistas diluidas a 1% e 5% (v/v)
em PBS pH 7,4, conferindo uma concentracdo de ZnS4Pc de 0,144 pg.mL? e
0,720 ug.mL? e para AMB de 0,42 pg.mL* e 2,11 pug.mL™1, respectivamente.

As leveduras permaneceram em contato com a NC mistas diluidas por 30 min
no escuro, prosseguindo-se, apos este periodo, com uma nova centrifugacéo por 10
min a 7000 rpm e descarte do sobrenadante. Finalmente, as células foram
ressuspendidas com 8,0 mL de PBS pH 7,4, e aliquotas de 500 uL foram transferidas

para as placas de 24 pocos. Além disso, aliquotas de 500 pL da solugéo fangica
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padrao em PBS pH 7,4 (sem tratamento com as NC Mistas) também foram
transferidas para as placas de modo a assumirem 0s papeis tanto do controle positivo
de crescimento, quanto do controle relacionado apenas as doses de luz empregadas.
Trés placas foram montadas sendo que uma delas permaneceu no escuro como
controle, e as outras duas sofreram irradiacao por LED em 660 nm com doses de luz
de 12 J/cm? e 25 J/cm?. Para a irradiacéo foram utilizadas lampadas do tipo LED de
660 nm com intensidade de luz 12 mW/cm? empregando-se o equipamento Biotable
(MMOptics, Sdo carlos/SP). Apos transcorrido o tempo de irradiacdo, foi realizado o
experimento de Concentracdo Fungicida Minima (MFC) das 3 placas para avaliar se
o efeito conseguido pelo tratamento era fungicida ou fungistatico. Para isso, utilizou-
se palitos de dente estéreis em que a ponta dos mesmos entraram em contato com
0s pocos das placas, sendo, em seguida, colocados em contato com meio agar
Sabouraud contido em placas de petri e incubados. Por ultimo, a partir de uma
solucédo de resazurina a 65 pg.mL ! em PBS pH 7,4, adicionou-se 20 uL da mesma
sobre os pocgos da placa de modo que a concentragao final de resazurina por poco foi
igual 2,5 pg.mL!' semelhante ao do ensaio de citotoxicidade. As placas de
microtitulacdo juntamente com as placas de MFC foram incubadas a 37 °C por 48 h.
Findado esse periodo, as placas de MFC foram analisadas visualmente observando
se houve crescimento de coldnias, enquanto as placas de 24 pocos foram lidas no
leitor de microplacas Tecan Safire Il (Tecan Group, Grodig, Austria) por absorbancia

em 600 nm e 570 nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

51 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS NANOCAPSULAS

5.1.1 DETERMINACAO DO TAMANHO, INDICE DE POLIDISPERSIDADE E
POTENCIAL ZETA DAS NANOCAPSULAS

Estudos de estabilidade por meio da caracterizacao fisico-quimica constataram
a instabilidade das formulacdes de NC/ZnS4Pc (agregacao das nanoparticulas) em
temperatura ambiente (25°C) apos 70 dias, razdo pela qual as formulagées foram
mantidas no refrigerador a 7 °C, afim de se manterem estaveis. As formulacdes estao
demonstradas na Figura.10, e todas apresentaram-se com uma colora¢do opaca,
leitosa e ndo translicida, de modo que as NC Vazias eram brancas, as NC/AMB
amarelas, as NC/ZnS4Pc azul escuro e as NC/ZnS4Pc + AMB com uma coloracao
azul claro. Todas as formula¢des passaram por analises fisico-quimicas acompanhas

do desvio-padréo.

Figura 10. Fotografias das nanocapsulas poliméricas sendo NC vazias (A), NC/AMB (B), NC/ZnS4Pc
(C) e NC/ZnS4Pc + AMB (D)

Com 87 dias de acompanhamento, as NC vazias (NC/Vazias) apresentaram
valores médios de d, Pdl e £ de 174,6 + 2,9 nm, 0,245 + 0,02 e -20,49 + 4,26 mV,

respectivamente. Quanto aos valores de d e Pdl, foram os menores conseguidos
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como é demonstrado pela Figura 11. Para as NC/ZnS4Pc, com 96 dias de
acompanhamento, tais informacgdes revelaram-se 252,9 + 16,2 nm, 0,465 + 0,07 e
- 24,89 £+ 7,09 mV, respectivamente (Figura 12). Foram obtidos 310,9 + 75,6 nm,
0,447 £0,04 e -28,19 + 9,02 mV para as NC/AMB com, também, 96 dias (Figura 13).
Por fim, para as NC mistas, acompanhadas por 158 dias, observamos d, Pdl e { de

253,81 +17,3nm, 0,364 =+ 0,01 e -31,03 + 5,54 mV, respectivamente, (Figura 14).
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Figura 11. Analises de Diametro de particula, Pdl e potencial zeta de NC/Vazia
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Figura 12. Andlises de Diametro de particula, Pdl e potencial zeta de NC/ZnS4Pc.
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Figura 14. Analises de Diametro de particula, Pdl e potencial zeta de NC/ZnS4Pc + AMB.

O tamanho médio das particulas ou a distribuicdo de tamanhos €, para muitas
aplicacdes no campo de materiais, uma caracteristica fundamentalmente importante
tanto na area da industria farmacéutica como cosmética (CHAMIEH et al., 2015). E
um pré-requisito antes que possa ser usado em testes toxicoldgicos; em sistemas
Vivos, ndo se deve desconsiderar o impacto que as nhanoparticulas podem gerar, pois
o potencial de toxicidade das mesmas esta diretamente relacionado ao material com
que sdo produzidas, seu revestimento, porosidade, cristalinidade, rugosidade,
heterogeneidade, bem como seu tamanho e sua forma (LANGEVIN, et al., 2018). Na
pratica laboratorial de bancada ndo € possivel desenvolver um sistema onde todas
as particulas apresentem a mesma distribuicdo de tamanho, e temos no valor do PdlI
a medida dessa variavel, em que quanto menor seu valor maior sera a quantidade de
nanoparticulas apresentando tamanhos semelhantes (sistema monodisperso). N&o
menos importante é a medida do potencial zeta que também se mostra importante e
fundamental. O potencial Zeta da amostra determina se as particulas, dentro de uma

amostra, tendem a flocular ou néo, e diz-se de uma formulacéo estavel aquela que
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apresenta capacidade de se manter inalterada ao longo do tempo e sob condi¢cbes
pré-determinadas; uma desestabilizacdo fisica da formulacdo tem como causa a
agregacao das nanoparticulas, o que pode ser evitado em se obtendo altos valores
de carga de superficie ou altos valores de potencial Zeta (MARIN et al., 2017), pois
havera repulsédo eletrostatica entre elas mantendo-as em movimento browniano, além
de impedir a agregagcao em fungcado das colisbes ocasionais (SCHAFFAZICK et al.,
2003). Tais valores séo representados por uma carga elétrica, em maédulo, de 30 mV,
isto é, as nanoparticulas cujos valores de potencial zeta sao superiores +30 mV ou
- 30 mV séo consideradas como sistemas coloidais estaveis (RAVAL et al., 2019)
pelas razdes anteriormente citadas. Como demonstrado nas Figuras 11 a 14, os
valores do diametro das NC mantiveram-se entre 174,6 a 310,9 nm, o que revela
estar de acordo com 0 que se espera para sistemas de veiculacdo de farmacos
construidos por meio do método de deposicéao interfacial de polimeros pré-formados
cujo tamanho das particulas varia entre 250 a 500 nm (MORA-HUERTAS et al.,2010).
O PdI, por sua vez, variou entre 0,24 a 0,47 e, finalmente, os valores de  oscilaram
de -20,49 a -31,03 mV, préximo a regiao de estabilidade.

As NC/vazias, com relacdo ao tamanho e o Pdl, foram as que apresentaram nao
s6 os menores valores, bem como mostraram manter-se praticamente constantes
durante o tempo (Figura 11 e Tabela 1 em anexos). Tal comportamento pode ser
explicado pela auséncia de armazenamento de ativos, possibilitando uma formacao
mais compacta e uniforme.

As NC/ZnS4Pc, semelhantemente as NC/vazias, também demonstraram
nanocapsulas com tamanhos satisfatorios, embora os valores de Pdl apresentaram

maior oscilacdo (Figura 12 e Tabela 2 em apéndices).
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Para as NC/AMB também é possivel notar oscilacdo em seu tamanho, embora
o valor médio manteve-se abaixo dos 500 nm. Os valores de Pdl ndo sofreram
grandes oscilagdes, embora elas existem (Figura 13 e Tabela 3 em apéndices).

Para as NC mistas, ndo houve um aumento consideravel do tamanho médio das
NC em comparagédo as NC/ZnS4Pc, mas quando comparadas as NC/AMB, foi menor.
O PdI médio apresentou-se menor que os apresentados pelas NC com os ativos
isolados, conquanto todos foram superiores a 0,30, denotando um sistema
polidisperso visto que os mesmos se caracterizam por Pdl superior a 0,1 (RAVAL et
al., 2019) (Figura 14 e Tabela 4 em anexos). Entretanto, somente com distribuigbes
mais amplas em que o Pdl > 0,5 torna-se prudente ndo confiar no tamanho médio das
particulas (INSTRUMENTS, 2004). Assim, com o0s valores experimentais obtidos de
Pdl inferiores a 0,5, € possivel inferir a confiabilidade dos tamanhos médios obtidos.

Os valores de potencial Zeta para todas as nanocapsulas mantiveram-se entre
-20 mV a -30 mV, préximo, portanto, do ideal para manutencdo da estabilidade da
formulacédo (a partir de 30 mV em moddulo). O potencial zeta negativo pode ser
explicado pela presenca dos grupos carboxilicos presentes no polimero PLGA
(RAMALHO et al., 2018), podendo-se concluir, a partir disso, que os valores

apresentados pelas NC sdo coerentes com o que se esperava.

5.1.2 ANALISE MORFOLOGICA POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA
(MFA)

A forga de interacdo entre a superficie da amostra e a ponta do cantilever do
Microscopio de Forca Atbmica faz deste uma poderosa ferramenta de investigacao

da morfologia e estrutura superficial de materiais, apresentando, como desejada
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vantagem, altissima resolucdo de imagem na ordem de um nandémetro (HU
CHUANLIN et al., 2018).

A Figura 15 revela uma analise tridimensional de NC/ZnSsPc e de NC mistas
em que € possivel visualizar um formato esférico nas nanocapsulas, bem como se
demonstra particulas com tamanhos semelhantes. A Figura 16 mostra o perfil

topografico e mostra os calculos, obtidos pelo software, do diametro das NC.
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Figura 15. Fotomicrografias tridimensionais obtidas das formulagdes NC/ZnS4Pc (A) e NC/ZnS4Pc +
AMB (B) por Microscopia de Forca Atémica.
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Como demonstrado na Figura 15-A, visualmente foi possivel perceber que as
NC/ZnS4Pc apresentaram um formato esférico e sem muita variacdo de tamanho. Em
contrapartida, na Figura 16-A, com os calculos do software, houve uma variabilidade
mais acentuada no tamanho das nanoparticulas para as NC/ZnS4Pc, corroborando
com os valores de Pdl de 0,465 para as mesmas pela técnica do DLS. Da mesma
forma, a Figura 15-B revela, para as NC mistas, pouca variacao de tamanho, embora
a Figura 16-B denota variabilidade no tamanho de tais nanocépsulas. Entretanto, os
valores do tamanho médio por MFA e DLS mostraram-se muito préximos, porém
ligeiramente menores por MFA, cuja razdo se explica pelo fato de que a técnica do
DLS mede o diametro hidrodinamico da particula, isto €, considera as moléculas de
agua e eletrolitos presentes na superficie da particula. Para as analises de MFA, a
amostra é previamente seca desconsiderando a presenca das moléculas de agua que
pudessem estar presentes na amostra, o que, em termos praticos, contribui para a

diminuicdo do diametro das particulas.

5.2 DETERMINACAO DOS ESPECTROS DE ABSORCAO E EMISSAO DE
FLUORESCENCIA UV/VIS NO ESTADO ESTACIONARIO

Para a determinacdo do espectro de absorcdo de AMB livre, de absorcao e
emissao de ZnS4Pc livre e associados em nanocapsulas, foram realizados os estudos
de espectroscopia no estado estacionario. Os espectros de absorcdo estdo
demonstrados na Figura 17. Analisando 0s espectros conseguimos notar as
caracteristicas proprias de cada composto. Na Figura 17-A, referente a ZnS4Pc,
notamos duas regifes de absorcdo distintas em que uma esta localizada na regido

do ultravioleta (100 a 400 nm) denominada banda Soret, enquanto a outra se
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caracteriza por um conjunto de bandas localizadas na regido do vermelho (620 a 750
nm) cujo comprimento de onda de maior absorcao estd em 672 nm e se denominam
como bandas Q. A Figura 17-B, por sua vez, refere-se a AMB e nela notamos que ha
apenas absorcdo na regido do ultravioleta caracterizada pela formacdo de um

conjunto de quatro bandas, e cujo comprimento de maior absorcéo esta em 416 nm.
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Figura 17. Curva de espectro de absor¢éo: de ZnSaPc livre (A) e AMB livre (B) em Dimetilsulfoxido
(DMSO) nas concentrag@es de 1,275 pug.mL?* e 6 pg/mL-1, respectivamente.

Em seguida sdo apresentadas as curvas de emissdo de ZnS4Pc livre e
nanoencapsulada isoladamente e em associacdo com AMB (Figura 18). Com o intuito
de uma melhor visualizacdo e apresentacdo dos dados, a curva de emissao de
fluorescéncia foi normalizada percebendo-se, nitidamente, uma sobreposicdo das
curvas de emissao, sugerindo-se inalteradas as caracteristicas fotofisicas no estado
estacionario de ZnS4Pc encapsulada isoladamente e associada a AMB em relacéo a

ZnS4Pc na forma livre.
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Figura 18. Curva de espectro de emissdo: (A) ZnS4Pc livre em acetonitrila (ACN) (==) e ZnS4Pc
encapsulada (NC/ZnS4Pc) em H20 (==); (C) ZnS4Pc livre em ACN (mm), NC/ZnS4Pc em H20 (==) e
NC/zZnS4Pc + AMB em H20 (==). Os graficos B e D representam as curvas normalizadas de A e C,
respectivamente.

Como foi possivel observar nos graficos que compde a Figura 18, ndo houve
deslocamento da banda espectral de emissdo de fluorescéncia de NC/ZnS4Pc e
NC/ZnSsPc + AMB em relacdo a ZnS4Pc livre, mantendo o mesmo perfil de emisséo
maxima entre 678-679 nm para os dois ambientes quimicos distintos. Temos uma
banda espectral de emissédo de 678 nm para NC/ZnSsPc e NC/ZnS4sPc + AMB e
679 nm para ZnS4Pc livre, ambas advindas de uma excitagcdo em 640 nm. Tal fato
mostra-se importante, pois sugere que nao houve reacdo do ativo com o0s
componentes do sistema nanoestruturado que pudessem alterar a banda de emisséao.
Ademais, a caracteristica de apresentar melhor excitagdo em 640 nm é concordante
com as propriedades desejaveis de alta absorcdo na regido da cor vermelha do

espectro eletromagnético visivel, onde ha maior penetracdo tecidual da luz
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53 DESENVOLVIMENTO DO METODO ESPECTROANALITICO
5.3.1 LINEARIDADE

A Linearidade de um procedimento analitico diz respeito a capacidade, dentro
de um determinado intervalo, de obter resultados que sejam diretamente
proporcionais a concentragdo do analito presente na amostra (ICH, 2005), isto é,
atribui confiabilidade de que os espectros de absorcdo ou emissao sao de fato
diretamente proporcionais a concentragdo do analito. Com base na Figura 19 foi
possivel observar um coeficiente de determinacdo (R?) e coeficiente de correlacéo
(R), para a curva analitica de ZnS4Pc, de 0,9999, enquanto que para a curva analitica
de AMB, um R? e R de 0,9994 e 0,9996 respectivamente. Tais valores corroboram
com a afirmacdo da presenca de linearidade para ambas as curvas, permitindo,

assim, quantificar seguramente 0s ativos presentes nos sistemas nanoestruturados.
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Figura 19. Curva de espectro de absorcdo de ZnS4Pc livre em 672 nm (A) correlacionando a maxima

absorgdo e a concentracdo em DMSO variando de 0,255 — 2,040 pg.mL* com equacao da reta y =

0,6053x + 0,0131, R = 0,9999, e curva de espectro de absor¢do de AMB livre em 416 nm (B)

correlacionando a maxima absorgéo e a concentragdo em DMSO variando de 0,5 — 10,0 pg.mL* com
equacao da reta y = 0,0752x + 0,0098, R = 0,9996.
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5.3.2 LIMITE DE DETECCAO (LD) E LIMITE DE QUANTIFICACAO (LQ)

A espectroscopia de absor¢cdo demonstrou ser sensivel para quantificacdo dos
compostos, com LD de 0,03 pg.mL* e LQ de 0,09 pg.mL* para ZnSsPc, ao passo que
para AMB os valores de LD foram de 0,15 pug.mL* e LQ de 0,45 ug.mL. Os LD e LQ
para ZnSsPc e AMB demonstraram uma alta sensibilidade e possibilidade real de
quantificar os ativos presentes na formulagdo. Como ja foi relatado, as NC foram
desenvolvidas a uma concentragéo teérica de 0,05 pg.mL?, isto €, 50 ug.mL™, o que
€ aproximadamente quinhentas e cinquenta e cinco vezes mais concentrado do que
o minimo quantificavel de 0,09 pg.mL! para ZnS4Pc e cento e onze vezes mais
concentrado do que o minimo quantificavel de 0,45 pg.mL* para AMB. Assim, temos
com esses dados uma boa margem de seguranca a fim de quantificar as formulacdes
preparadas, de modo a possibilitar, por conseguinte, a verificagdo do rendimento de

encapsulacdo em uma etapa subsequente.

5.4 QUANTIFICACAO E TEOR DE ENCAPSULACAO DOS ATIVOS NA
FORMULACAO

Como descrito na secéo 5.3.1, foi construida uma curva analitica com o intuito
de quantificar os ativos presentes nas formulacdes. As Equacdes 5 e 6, provenientes
da curva padrdo de ZnSsPc e AMB, respectivamente, foram utilizadas para a

quantificacdo das mesmas:

Absorbancia = 0,6053 x [ZnS4Pc em pg.mL™] + 0,0131 (5)

Absorbancia = 0,0752 x [AMB em pg.mL™] + 0,0098 (6)
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Na Tabela 5 foram relacionados os dados dessa medida para as NC com as
moléculas isoladas (NC/ZnS4Pc e NC/AMB), enquanto que encontramos na Tabela 6
agueles relacionados com as NC mistas. Todos o0s experimentos foram realizados em
triplicata (Figuras 20 e 21) determinando-se a média dos valores com um intervalo de

confianca (IC) de 95%.

Tabela 5. Quantificacdo dos ativos has NC/ZnS4PC e NC/AMB com IC de 95%
Presenca dos ativos nas formulacdes

Quantificacdo (ug/mL)

1 2 3 Média Quantificacdo em %
NC/ZnSsPc 21,27 | 20,81 | 21,02 | 21,03 +0,08 43,81
NC/AMB 41,62 | 39,96 | 39,96 | 40,51 +0,03 75,01

Tabela 6. Quantificacdo dos ativos nas NC/ZnS4PC + AMB com IC de 95%
Presenca dos ativos nas formulacdes

Quantificagéo (pg/mL)

1 2 3 Média Quantificacdo em %
ZnS4Pc 13,63 | 13,67 | 15,94 | 14,41 +0,05 30,66
AMB 35,31 | 35,64 | 35,64 | 35,53+0,07 67,68

Em se tratando da quantificagdo das formulagbes com as moléculas isoladas,
pudemos observar, para as NC/ZnS4Pc, uma concentracdo média de ZnSsPc de
21,03 pg.mL?, o que representa um teor de quantificacdo, em porcentagem, de

43,81% em relacdo a concentracdo tedrica (50 pg.mL™?). Quando o olhar é voltado
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para as NC/AMB, notamos uma concentracdo média de 40,51 pg.mL e teor na casa
dos 75,01%, ja que advém, também, de uma concentracéo tedrica de 50 pg.mL.
Para as NC mistas (NC/ ZnS4Pc + AMB), alcangcamos uma concentragcdo media de
14,41 pg.mL* para ZnS4Pc e 35,53 pg.mL* para AMB, traduzindo-se em um teor de
30,66% e 67,68 % para ZnSsPc e AMB, respectivamente.

Com o desfecho dos resultados, observamos uma diminuic&o do teor de ZnS4Pc
e AMB nas NC mistas em relacdo as NC isoladas, o que pode ser explicado pela

competicdo existente entre as 2 moléculas em ocupar a mesma formulacgéo.
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Figura 20. Curva representativa da quantificacdo em triplicata de ZnSsPc e AMB para NC/ZnS4Pc (A)
e NC/AMB (B), respectivamente. Replicata 1 (™), replicata 2 (™), replicata 3 (™).
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Figura 21. Curva representativa da quantificagdo em triplicata de ZnSsPc e AMB para NC/ZnS4Pc +
AMB. Replicata 1 (™), replicata 2 (™) e replicata 3 (™).
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Terminado o processo de producdo e quantificacdo das nanocapsulas é
necessario considerar que nem sempre todo o ativo presente na formulacdo se
encontra nanoencapsulado. Afinidades quimicas séo levadas em consideracéo entre
as moléculas e os componentes pertencentes ao sistema nanoestruturado para que
haja, efetivamente, tal processo. Ademais, mesmo que haja a encapsulacdo, nem
todo o ativo necessariamente se encontra no nucleo das NC podendo, também, se
alocar na interface entre nicleo e capa polimérica, bem como adsorvido na propria
capa polimérica (SCHAFFAZIK et al., 2003). Um experimento adicional foi realizado
no intuito de determinar o teor de encapsulacdo segundo a férmula descrita no item
4.3.5.

Todos os valores em questédo foram calculados segundo os dados obtidos por
espectroscopia de absorcao. As Tabelas 7 e 8 descrevem os valores encontrados de

T.E dos ativos para as NC/ZnS4Pc e NC mistas, respectivamente.

Tabela 7. Teor de encapsulacdo de ZnS4Pc para NC/ZnSsPc
TEOR DE ENCAPSULACAO

TPC (ug/mL) | LPC (ug/mL) T.E (%)

ZnS4Pc 21,03 2,18 89,63

Tabela 8. Teor de encapsulagdo de ZnS4Pc e AMB para NC/ZnS4Pc + AMB
TEOR DE ENCAPSULACAO

TPC (ug/mL) | LPC (ug/mL) TE (%)
ZnS4Pc 14,41 1,55 89,24
AMB 35,53 32,90 7,40

ﬁwﬁﬂiﬂo Passos Emrgeﬁyfa



69

Alguns elementos devem ser considerados quando pensamos na encapsulacéo
de compostos quimicos. Isso se deve ao fato de que ha fatores que atuam
diretamente neste procedimento. MORA-HUERTAS et al. (2010) descrevem como
fatores influenciadores, por exemplo, os métodos empregados de producédo de NC,
bem como a prépria natureza quimica dos compostos, em que substancias
hidrofilicas atingem valores maximos de 10% de encapsulacdo, enquanto que para
0s compostos lipofilicos essa eficiéncia chega a ser superior a 70%. Desse modo,
devido a problemas de afinidade, os compostos hidrofilicos exibem menor eficiéncia
de encapsulacéo (IMPERIALE, et al. 2018)

Os resultados obtidos informam que a ZnSsPc, seja para NC/ZnSsPc ou NC
mistas, foi quase que toda incorporada as NC com teores de encapsulacao de 89,63%
e 89,24 %, respectivamente, enquanto que a AMB, para as NC mistas, apresenta um
teor de 7,40% na presenca do PS. O valor expressivo calculado ja era esperado
durante o preparo e producdo das NC considerando a baixissima solubilidade de
ZnS4Pc tanto em meio organico quanto, principalmente, em meio aquoso com alta
hidrofobicidade verificada pela pratica experimental. Dessa forma, o PS associou-se
as NC fugindo do meio aquoso em que as mesmas estavam inseridas. Quanto a baixa
encapsulacdo de AMB, uma possivel explicacdo pode ser considerada tendo como
linha de raciocinio a concorréncia com o PS para ocupacéo das NC e, dada a menor
afinidade deste ao ambiente aquoso, a AMB naturalmente se localizou externamente,
embora, também, apresente baixa afinidade com a agua. No que diz respeito ao PS,
considerando o seu carater hidrofobico, o teor de encapsulacdo encontra-se de

acordo com o que se espera para compostos com tal caracteristica quimica.
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55 DETERMINACAO DO TEMPO DE INCUBACAO COM RESAZURINA

Como descrito na segéo 4.2.6, foi realizado um experimento preliminar para
determinar o melhor tempo de incubacé&o das leveduras com a resazurina seguindo
as condicOes experimentais que seriam utilizadas no ensaio de atividade fotodinamica
antimicrobiana. A resazurina € um corante comercialmente disponivel como Alamar
Blue® que, em presenca de células vivas, sofre uma reacédo de oxido-redugdo com
mudanca de coloragéo; a reducdo do corante ocorre pelas enzimas NADH redutase
e carnitina desidrogenase (REZENDE et al., 2019), assumindo, ap0s a reducéao, a
coloracdo rosa. Entretanto, caracteristicas inerentes a linhagens celulares distintas
influenciam as condi¢cdes do ensaio (REZENDE et al., 2019) justificando diferentes
tempos de incubacéo para diferentes linhagens. A Figura 22 demonstra as bandas

normalizadas de absor¢cdo da resazurina construidas em funcédo do tempo.

1.0

Absorbancia
o o o
ESN [e)) (0]

o
N

0.0 | |
300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda

Figura 22. Tempo em horas de incubacgédo de C. albicans com resazurina em PBS a 37° C. As linhas
coloridas representam diferentes tempos de incubagdo em que (™) é a incubagdo com Oh, (™) é a
incubacdo com 24h e (™) é aincubacdo com 48h.
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Observando-se as analises espectrofotométricas é possivel notar que no tempo
0 h hd uma banda de absor¢cdo em 600 nm, caracteristica da presenca da resazurina.
Com o passar do tempo, atingindo 24 h de incubacao, percebemos que comecou a
ser formada uma banda em 570 nm ao mesmo tempo que diminuia a banda em 600
nm. Tal comportamento € explicado pela presenca de resorufina que foi sendo
formada devido a metabolizacdo da resazurina pela levedura. Por fim, passadas 48 h
a banda em 570 nm ficou mais pronunciada enquanto a de 600 nm diminuiu ainda
mais, mostrando ja haver ocorrido bastante formacao de resorufina no meio. Nao
estende-se a incubacao por maior tempo do que as 48 h, pois ndo tornou-se viavel
tal medida, posto que a incubacao foi realizada em PBS e o protocolo da Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) M27A2” que versa sobre “Métodos de referéncia
para testes de Diluicdo em Caldo para Determinagéo da Sensibilidade de Leveduras

a Terapia Antifungica” determina tempos de incubacao de 24 a 48 h.

5.6 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR DAS FORMULACOES EM CELULAS
NIH/3T3 UTILIZANDO RESAZURINA

Como descrito na segédo 4.2.7, o ensaio de citotoxidade foi realizado pelo
método da resazurina. Para a execu¢do do ensaio foi utilizada as formulagdes de NC
vazia a 15% (v/v) e de NC Mista diluida a 1%, 2,5%, 5% 10% e 15% (v/v), em que
ambas as formulagbes foram diluidas em meio DMEN sem suplementacdo. Analises

estatisticas foram realizadas e os resultados estéo apresentados na Figura 23.
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Ensaio de Citotoxicidade
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Figura 23. Ensaio de citotoxicidade in vitro de NC Vazia e NC Mista em linhagem NIH/3T3 (fibroblastos
de murino) utilizando resazurina, em que CT= controle somente com meio DMEN, A= NC Mista diluida
a 1% (v/v), B= NC Mista diluida a 2,5% (v/v), C= NC Mista diluida a 5% (v/v), D= NC Mista diluida a
10% (v/v), E= NC Mista diluida a 15% (v/v), e F= NC vazia diluida a 15% (v/v). Foi determinado a
significAncia estatistica através do teste de analise de variancia One-way ANOVA seguido do pds teste

Tukey t-test para multiplas comparag¢des (*p<0,05).

De acordo com a Figura 23, o resultado das analises estatisticas “One- way”
ANOVA nédo demonstram citotoxicidade na auséncia de luz para as células NIH/3T3
em contato com as formulagdes nas diluicdes empregadas, visto que a viabilidade
celular permaneceu acima de 92 % para todas as analises.

Assim exposto, pudemos concluir das andlises realizadas que o sistema
nanoestruturado empregado, com ou sem as moléculas, apresenta
biocompatibilidade adequada de modo a possibilita-los para aplicacdo em ensaios
futuros de avaliacdo da atividade fotodindmica antimicrobiana em modelos in vitro e

in vivo, mediante a observancia de protocolos previamente determinados.
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57 ENSAIO DE ATIVIDADE FOTODINAMICA  ANTIMICROBIANA
(FOTOINATIVACAO) E MFC

Como mencionado na secao 4.2.8, o ensaio de Atividade Fotodinamica
Antimicrobiana foi realizado, semelhantemente ao ensaio de citotoxicidade, pelo
método da resazurina. Utilizou-se, para a execucdo do ensaio, a formulacdo de NC
Mista diluidaa 1 % e 5 % (v/v) em PBS pH 7.4 fotoinativadas com sistema de luz LED
de 660 nm em Biotable. Analises estatisticas foram realizadas e os resultados estéo

apresentados na Figura 24.

*k

CCT
C1
100+ === C2
I CTLDA1
EC1LD1
o C2LDA1
CTLD2
w * - C1LD2
1 EEHC2LD2

754

50+

*

Viabilidade celular C afbicans ( % )

254

c2 CTLD1 €11 c2Lb1 CTLb2 C1Lb2  Cc2LD2

Tratamentos

Figura 24. Ensaio de Atividade Fotodindmica Antimicrobiana in vitro de NC Mista em C. albicans
ATCC® 90028 utilizando resazurina, em que CT= controle somente com PBS, C1= NC Mista diluida a
1% (v/v) no escuro, C2= NC Mista diluida a 5% (v/v) no escuro, CTLD1= Controle com dose de luz 12
J/lcm?, C1LD1= NC Mista diluida a 1% (v/v) com dose de luz 12 J/cm?, C2LD1= NC Mista diluida a 5%
(v/v) com dose de luz 12 J/cm?, CTLD2= Controle com dose de luz 25 J/cm?, C1LD2= NC Mista diluida
a 1% (v/v) com dose de luz 25 J/cm?, C2LD2= NC Mista diluida a 5% (v/v) com dose de luz 25 J/cm?.
Foi determinado a significancia estatistica através do teste de andlise de varidncia One-way ANOVA

seguido do pos teste Tukey t-test para multiplas comparacdes (*p<0,001), (**p<0,05) e (***p<0,001)
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Consoante ao que se demonstra na Figura 24, o resultado das analises
estatisticas One-way ANOVA confirmou toxicidade das NC Mistas diluidas a 1% e 5%
(v/v) para leveduras de C. albicans ATCC® 90028™ tanto na auséncia guanto na
presenca de luz com diminuicdo da viabilidade celular de no minimo 23,31% com
*p<0,001, isto &, as chances dessa diminuicdo da viabilidade ser por outra causa que
nao pelo contato com as NC mistas seja na presenca ou auséncia de luz € menor que
0,1 %. Considerando apenas as NC Mistas diluidas a 1 % (v/v), notamos que com a
irradiacdo de luz a 12 J/cm? houve uma diminuicdo ainda maior da viabilidade celular
(32,43 %) em relacdo ao controle, e 9,12 % comparada a mesma formulacdo na
auséncia de luz com **p<0,05, o que evidencia o efeito fotodinamico, pois as chances
de isso ser um engano sdo menores que 5 %. Com relacdo as NC mistas diluidas a
5 % (v/v), airradiacdo de luz a 12 J/cm? e 25 J/cm? apresentaram, a semelhanca das
NC mistas diluidas a 1% (v/v), em relacdo ao controle, diminuicdo da viabilidade
celular, mas agora de 56,08% e 53,72 %, respectivamente, e também foi menor
guando confrontado com a formulagcdo na mesma concentragdo na auséncia de luz
com ***p<0,001. Mais uma vez pudemos notar a evidéncia do efeito fotodinamico
ocorrendo e causando toxicidade para o microrganismo alvo.

Ribeiro et al. (2012) realizaram um estudo em que foi avaliado o efeito
fotodindmico antimicrobiano do composto Ftalocianina de cloro-aluminio (CIAIPc) livre
e em nanoemulsdes catibnicas e anidnicas na concentracdo 38 pmol.L contra C.
albicans ATCC 90028™. O estudo demonstra que com dose de luz de 50 J/cm? as
nanoemulsdes anibnicas, carga de mesma polaridade da encontrada nas
nanocapsulas de nosso estudo, foram capazes de diminuir em aproximadamente
50 % a viabilidade das células de C. albicans pelo ensaio de XTT, enquanto que as

NC mistas de nosso estudo diluidas a 5 % (v/v) (~ 0,64 pumol.L't de ZnS4Pc) com dose
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de luz de 12 J/cm? foi capaz de reduzir a viabilidade de C. albicans em 56 % pelo
ensaio da resazurina. Tal fato nos demonstra o potencial do composto ZnS4Pc que,
possivelmente com maiores concentracdes e doses de luz, pudesse trazer resultados
ainda melhores.

Quando analisamos o experimento de Concentracdo Fungicida Minima (MFC)
(Figura 25) é possivel inferir que todo efeito toxico da formulacdo frente ao
microrganismo nao foi capaz de efetivamente matar a célula (efeito fungicida), mas
apenas de desacelerar o metabolismo e o crescimento da mesma, 0 que em outras

palavras define-se por efeito fungistatico.

Figura 25. Ensaio de MFC com NC mistas diluidas a 1 % e 5 % (v/v) em PBS e doses de luz de 12
J/cm? e 25 J/cm?evidenciando efeito fungistatico da formulacéo, em que [A-D]1 = controles de dose luz
(células em PBS + luz), [A-D]3 = leveduras com NC Mistas diluidas a 1% (v/v) e [A-D]5 = leveduras
com NC Mistas diluidas a 5% (v/v).
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6 CONCLUSOES

As NC foram desenvolvidas e caracterizadas fisico-quimicamente, alcancando,
assim, o objetivo primeiro do trabalho. As andlises apresentaram resultados
satisfatorios com tamanhos médios inferiores a 300 nm, indice médio de polidispersao
de 0,36 = 0,01 e carga de superficie (Potencial zeta) negativa, cujo valor médio se
encontra dentro da regido de estabilidade. As analises espectroscépicas de emissao
de fluorescéncia sugerem nao ter havido indicios de interacdo do PS com os
componentes da nanocapsula, o que é bom, ja que € um indicativo da manutencéo
da integridade da molécula e manutencdo de suas propriedades fotofisicas,
permitindo a continuidade dos estudos. A linearidade das curvas analiticas foi
conseguida com sucesso traduzindo-se por um valor de R? > 0,999 para ambas as
curvas analiticas, e mantendo uma 6tima correlacéo entre a concentracdo do analito
e absorcéo da amostra. A concentracao tedrica das NC mostrou-se muito superior ao
LQ do equipamento, permitindo quantifica-los seguramente. Consoante as medidas
de quantificacdo, foi possivel notar a existéncia de perda dos ativos durante o
processo de producdo de NC/ZnS4Pc e NC mistas, sendo maiores, sobretudo, para
as ultimas. O teor de encapsulacédo de ZnS4Pc revelou-se alto para a formulacédo de
NC mistas, porém demonstrou baixa encapsulacdo de AMB. As fotomicrografias de
MFA demonstraram NC de formato esférico caracteristico e com tamanhos
semelhantes aos encontrados pela técnica de Espalhamento Dinamico de Luz- DLS.
Ensaios de viabilidade celular, utilizando células de fibroblasto de murino (NIH/3T3
ATCC® CRL-1658™) e NC mistas diluidas até 15 % (v/v), ndo demonstraram
citotoxidade para as primeiras, 0 que possibilitou continuar com os estudos para

avaliacdo do efeito fotodinAmico antimicrobiano in vitro. O ensaio de atividade
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fotodinamica antimicrobiana mostrou consideravel efeito toxico para as células
leveduriformes de C. albicans ATCC® 90028™, em que na dose de luz de 12 J/cm?
em 660 nm e NC Mista diluida a 5 % (v/v) (~ 0,64 umol.L* de ZnS4Pc) verificou-se
reducdo de 56% da viabilidade celular. Conjectura-se que, possivelmente, com
maiores doses de luz e a formulacdo menos diluida, haja uma potencializacdo do
efeito esperado, requerendo, para isso, mais estudos e ensaios que o comprovem.
Todo efeito observado foi devido a uma atividade fungistatica, como se observou no
ensaio de MFC.

Dito isso, conclui-se que a utilizacdo da nanotecnologia para producdo de NC
foi de extrema importancia para a avaliacdo de atividade antifungica de moléculas
apolares, cuja atividade ndo seria possivel de ser analisada sem o sistema
empregado, dada a insolubilidade das mesmas em meio aquoso. Ademais, a
utilizacdo da aPDT mostrou resultados significativamente melhores em comparacéo
a sua nao utilizacdo, o que, em outras palavras, justificou sua utilizacdo para a

proposta empregada desde o inicio, sendo, assim, uma ferramenta promissora.
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APENDICES

Tabela 1. Analises fisico-quimicas de NC/Vazias pelo método do DLS com desvio-padrao.

NC/ VAZIAS

Dias Tamanho de particula Pdl Zeta

(nm) (mV)
8 172,9+£0,7 0,21 +0,01 -25,40 £ 0,20
15 170524 0,25+ 0,01 -16,53+ 1,11
22 1725+0,5 0,24 £ 0,01 -23,37 £ 2,59
31 172,7+1,0 0,22 £ 0,01 -21,20 £ 0,53
64 175,4+1,0 0,25+ 0,01 -19,07 £ 1,03
71 179,3+25 0,27 £ 0,02 -14,40 £ 0,56
78 176,1+14 0,24 + 0,00 -26,17 + 0,06
87 177,1+17 0,28 + 0,01 -17,77 £ 0,76
Média 1746 +£2,9 0,24 + 0,02 -20,49 + 4,26
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Tabela 2. Andlises fisico-quimicas de NC/ZnSsPc pelo método do DLS com desvio-padréo.

NC/ ZnS4Pc

Dias Tamanho de particula Pdl Zeta

(nm) (mV)
5 253,9+3,2 0,41 +0,01 -15,33 £ 0,67
19 252,3+4,2 0,48 £ 0,04 -34,10 + 0,46
26 247,0+£5,0 0,43 +0,02 -20,27 £ 1,05
33 2219 + 3,7 0,36 + 002 -27,97 £ 0,61
47 259,5+ 3,6 0,52 £ 0,02 -18,03 + 0,51
68 260,7 +6,1 0,51 £ 0,05 -31,43 £ 0,70
96 2748+2.2 0,55+ 0,03 -27,10 £ 0,46
Média 252,9 £ 16,2 0,47 + 0,07 -24,89 + 7,09
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Tabela 3. Analises fisico-quimicas de NC/AMB pelo método do DLS com desvio-padrao.

NC/ AMB

Dias Tamanho de particula Pdl Zeta

(nm) (mV)
5 220,3+8,5 0,43 £ 0,04 -20,70 £ 0,20
19 234,0 + 13,7 0,42 £ 0,01 -41,00 + 3,36
26 301,5 45,9 0,39 £ 0,06 -39,90 + 0,30
33 414,1 £ 27,3 0,45 £ 0,05 -25,47 £ 0,55
47 304,2 +42,0 0,52 £ 0,07 -19,50 + 0,26
68 295,4 + 23,3 0,47 £ 0,08 -29,37 £ 196
96 406,6 + 145,9 0,45+0,12 -21,37 £1,23
Média 310,9+ 75,6 0,45 + 0,04 -28,19 £ 9,02
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Tabela 4. Andlises fisico-quimicas de NC/ZnS4Pc + AMB pelo método do DLS com desvio-padréo.

NC/ ZnSsPc + AMB

Dias Tamanho de particula Pdl Zeta

(nm) (mV)
19 273,8+3,2 0,35+ 0,01 -23,90 £ 1,05
47 226,6 +4,8 0,34+0,01 -24,43 £ 0,51
117 2699+11 0,38 £ 0,01 -32,27 £ 0,32
124 246,0 + 3,7 0,38+ 0,01 -33,90 + 1,05
145 249,3+5,6 0,36 + 0,03 -37,07 £ 0,67
158 257,3+4,8 0,37 £0,01 -34,60 + 0,46
Média 253,8 +17,3 0,36 £ 0,01 -31,03 £ 5,54
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