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RESUMO

A psoriase consiste em uma doenca cutanea inflamatoria crénica, com mecanismos
imunopatogénicos complexos, sendo caracterizada pela da hiperproliferacdo de
queratindcitos, responsaveis pelo desenvolvimento das lesGes cutaneas
caracteristicas. Contudo, os tratamentos utilizados atualmente n&o proporcionam
acao direcionada, sendo desejavel o desenvolvimento de terapias mais especificas.
No presente trabalho foram desenvolvidas nanocépsulas contendo Quinizarina
(NC/QZ) avaliando sua acdo em modelo de processo inflamatério in vitro com acao
da TFD. Os nanomateriais foram desenvolvidos através da técnica da deposicao
interfacial e caracterizados através da técnica de Espalhamento Dinamico de Luz, os
quais apresentaram caracteristicas fisico-quimicas caracteristicas e estaveis durante
o periodo de andlise. A incorporacdo da Quinizarina ndo provocou alteracdes no
perfil fotofisico do fotossensibilizador, sendo possivel a observacdo dos
grupamentos quimicos da molécula por meio da espectroscopia de FTIR. A
quantificacdo realizada mostrou uma taxa de incorporacdo de 99% para o ativo
associado ao nanocarreador. Os estudos de viabilidade preliminares com células
NIH/3T3 mostraram auséncia de citotoxicidade para a formulacdo de NC/QZ nas
concentragdes de 2,5, 5 e 15 uyg.mL?, QZ livre (50 e 70 yg.mL') e na NC/Vazia a
50% (v/v). A permeacdo do nanomaterial observada em modelo de matriz
extracelular e pele de porco apresentou resultados promissores, permeando todas
as camadas analisadas. O estudo de uptake celular mostrou uma maior
internalizacao celular no composto nanoencapsulado quando comparado com a sua
forma livre. O estudo de viabilidade celular com células HaCaT apresentou
toxicidade apenas na concentracdo mais elevada (50 pg.mL™?). A inducdo do
processo inflamatério in vitro foi desenvolvida adequadamente, onde foi possivel
observar a expressdo de citocinas importantes no processo inflamatério. O
tratamento realizado com TFD foi altamente eficiente quando comparado com a
ledterapia e nanofarmacos isolados. A partir dos resultados obtidos é possivel
indicar que o nanomaterial desenvolvido apresenta parametros fisico-quimicos
satisfatorios, além de nao apresentar citotoxicidade nas concentracfes citadas,
evidenciando sua biocompatibilidade in vitro, sendo observado que a nanotecnologia
proporcionou uma maior internalizagéo celular do ativo, resultando em uma acgao
direcionada, ainda, a TFD se mostrou um potencial candidato no tratamento de
doencas autoimunes, diminuindo a concentracdo de citocinas no modelo inflamatério
in vitro, possibilitando assim, experimentos subsequentes direcionados a terapias
especificas.

Palavras-chave: quinizarina; nanocapsulas; fotodindmica; nanotecnologia; psoriase.



ABSTRACT

Psoriasis constitutes a chronic inflammatory skin disease with complex
immunopathogenic mechanisms which is characterized by the hyperproliferation of
keratinocytes, responsible for the development of characteristic skin lesions.
Currently used treatments, however, do not provide targeted action and the
development of more specific therapies is desirable. In this study, nanocapsules
containing Quinizarin (NC/QZ) were developed, and their action evaluated in an in
vitro inflammatory process model with PDT action. The nanomaterials were
developed using the interfacial deposition technique and characterized using the
Dynamic Light Scattering technique, which showed characteristic and stable
physicochemical characteristics during the analysis period. The incorporation of
quinizarin did not cause any changes to the photophysical profile of the
photosensitizer, and it was possible to observe the chemical groups of the molecule
using FTIR spectroscopy. Quantification showed an incorporation rate of 99% for the
active ingredient associated with the nanocarrier. Preliminary viability studies with
NIH/3T3 cells showed no cytotoxicity for the NC/QZ formulation at concentrations of
2.5, 5 and 15 uyg.mL?, free QZ (50 and 70 pg.mL*) and NC/empty at 50% (v/v). The
permeation of the nanomaterial observed in an extracellular matrix model and pig
skin showed promising results, permeating all the layers analyzed. The cellular
uptake study showed greater cellular internalization of the nanoencapsulated
compound when compared to its free form. The cell viability study with HaCaT cells
showed toxicity only at the highest concentration (50 pug.mL™?). The inflammatory
process was properly induced in vitro, where it was possible to observe the
expression of important cytokines in the inflammatory process. The treatment carried
out with PDT was highly efficient when compared to LED therapy and
nanopharmaceuticals alone. Based on the results obtained, it is possible to indicate
that the nanomaterial developed has satisfactory physical-chemical parameters, as
well as not showing cytotoxicity at the concentrations mentioned, demonstrating its
biocompatibility in vitro, and it was observed that nanotechnology provided greater
cellular internalization of the active ingredient, resulting in a targeted action.
Furthermore, PDT proved to be a potential candidate in the treatment of autoimmune
diseases, reducing the concentration of cytokines in the inflammatory model in vitro,
thus enabling subsequent experiments aimed at specific therapies.

Keywords: quinizarin; nanocapsules; photodynamic; nanotechnology; psoriasis.
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1. INTRODUCAO

A psoriase se trata de uma doenca cutanea, crénica a qual envolve respostas
inflamatorias multifatoriais ligadas a respostas autoimunes altamente complexas,
possuindo impactos significativos na vida dos individuos que possuem, sendo que
nos ultimos anos, tem-se observado um aumento nos casos dessa doenca,
apresentando taxas de prevaléncia mundial entre 0,09% e 11,4% (HARI et al., 2022;
MASCHARENHAS- MELO et al., 2022). Caracteriza-se pelo crescimento excessivo
e diferenciacdo anormal dos queratindcitos levando a lesdes cutaneas, resultado de
estimulos inflamatérios e angiogénicos, sendo que em qualquer tipo clinico da
doenca, o desenvolvimento sempre € ligado ao aumento das expressdes de células

imunes e citocinas inflamatérias (HARI et al., 2022; JIN et al., 2015).

Atualmente, sdo utilizados como métodos para o tratamento da psoriase a
terapia tépica, a fototerapia e terapia sistémica (JIN et al., 2015). A primeira linha de
tratamento consiste na terapia topica, caso esse tratamento ndo seja mais eficaz,
parte-se para a fototerapia e medicamentos sistémicos, contudo, o problema
relacionado a esses meétodos, consiste nos efeitos colaterais indesejaveis, que
podem envolver nauseas, irritacdes cutaneas, hepatoxicidade e entre outros, sendo
necessario entdo o desenvolvimento de alternativas terapéuticas com menores
efeitos adversos secundarios e mais eficazes (MASCHARENHAS-MELO et al.,

2022).

Neste contexto, a Terapia FotodinAmica (TFD), ou na lingua inglesa
Photodynamic Therapy (PDT), consiste em uma modalidade terapéutica amplamente

utilizada em complemento clinico oncolégico, e com resultados promissores em
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pacientes com varios tipos de doencas de pele superficiais, inclusive a psoriase (LI

et al., 2023; WANG et al., 2022).

O mecanismo central de acdo da TFD baseia-se em reagfes fotoquimicas
controladas, que ocorrem pela transferéncia de energia apdés a excitagdo do um
composto, denominado fotossensibilizador, em um comprimento de onda especifico
do espectro-eletromagnético da luz, e resultando na producéo de espécies quimicas
excitadas como o oxigénio singleto e outras espécies reativas de oxigénio, 0s quais
podem induzir alteracdo no metabolismo celular de forma controlada, inclusive com

inducao de morte celular via apoptose e/ou necrose (JIN et al., 2015).

Um dos maiores desafios da TFD consiste na escolha da molécula do
fotossensibilizador mais adequado, o qual deve apresentar algumas caracteristicas
essenciais muito importantes para sua aprovacdo em TFD, como afinidade bioldgica,
biodistribuicdo e, principalmente, potencial fotodindmico adequada para aplicacao
terapéutica (WANG et al., 2022). Nesta proposta, as Antraquinonas, que S&o
corantes fendlicos utilizados ha anos como pigmentos naturais, possuem atividades
bioldgicas e farmacoldgicas primarias comprovadas como acdo antitumoral, anti-
inflamatoria, antioxidante, antibacteriana (REE et al., 2021), e como potenciais
compostos fotossensibilizadores. Contudo, sdo encontradas algumas limitagdes ao
uso das Antraquinonas em TFD, visto sua baixa solubilidade em meio aquoso,
podendo ocasionar a falta de seletividade no tratamento além de ineficacia
farmacoldgica. Desta forma, a nanotecnologia farmacéutica € um recurso valioso, a
qual pode influenciar de forma significativa na utilizacdo de derivados
antraquinénicos em TFD, bem como sua liberacdo controlada e sustentada como

estratégia para o sucesso terapéutico desejado (AMANTINO et al., 2020).



19

Nesse contexto, o presente trabalho de pesquisa busca o desenvolvimento de
uma nova formulacdo baseada na nanoencapsulacdo da Quinizarina (derivado de
Antraquinona), sendo um potencial tratamento para doencas autoimunes, como a

psoriase, unindo os principios da TFD com a Nanotecnologia Farmacéutica.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1Psoriase

Psoriase consiste em uma doenca crénica de pele inflamatéria autoimune
(QIAQ, et al.,, 2019), causada devido a fatores genéticos e ambientais, afetando
cerca de 2-3% da populacdo mundial (JYOTHI, et al., 2021). A manifestacdo mais
comum da doenca se da por meio de placas crénicas, chamada de psoriase vulgar,
a qual se manifesta como placas de area vermelha, escamosas e bem demarcadas
na pele inflamada. Essa inflamacdo € resultado da hiperproliferacdo de
gueratindcitos, onde geralmente é observado um aumento de até oito vezes no
turnover das células da epiderme, desencadeando assim um espessamento da
epiderme e diferenciacdo aberrante dos queratinécitos (BALIWAG; BARNES;
JOHNSTON, 2015). Multiplas complicagdes, como doencas cardiovasculares, foram
associadas a psoriase, sugerindo que se pode tratar também de uma doenca

sistémica, que ainda muitas vezes pode persistir por toda a vida do paciente (DENG,

et al., 2021).

O mecanismo inflamatorio da psoriase envolve a presenca de queratindcitos,
leucdcitos, células T, macrofagos, neutrofilos, mastécitos, células dendriticas e suas
vias migratérias em direcdo a epiderme, seguido pela liberagdo de citocinas

inflamatorias (ALEEM; TOHID, 2018). Estudos indicam que, a maturacdo das
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células-T em células Th17, através da influéncia de IL-6 e outras citocinas, acabam
levando os neutrofilos para uma localizacdo especifica, sendo que o0s niveis de
IFN — y e TNF — a podem estar elevados e a presenga de células Th125 ou Th17
aumente a inflamacdo. As vias inflamatorias sao iniciadas pela liberacao
descontrolada de citocinas IL — 1, IL — 6 e TNF-a devido a atividade das células
dendriticas e T (ALEEM; TOHID, 2018). A amplificacdo da inflamacédo psoriatica &
influenciada pela liberacdo de citocinas IL-17, interferon (IFN)-y, fator de necrose
tumoral (TNF)-a e IL-22, as quais mediam os efeitos sobre os queratinécitos (KIM,
KRUEGER, 2015). Outra citocina com acao direta no mecanismo inflamatorio da
psoriase consiste na IL-1B, sendo classificada como pré-inflamatéria com papel
altamente importante no desenvolvimento da doenca, sendo critica na ativacdo de

células T produtoras de IL-17 (CAl et al., 2019).

Recentemente, uma caracterizacdo precisa das vias imunologicas envolvidas,
levaram a reconhecer o papel de subconjuntos especificos e seus produtos, como a
influéncia do eixo 1L-23/IL-17, sendo a IL-23 o indutor mais potente envolvido na
producdo de IL-17 por diferentes tipos de células (células T (Thl17), neutrdfilos,
mastocitos), as quais possuem fortes contribuicbes na patogénese da psoriase
(CHIRICOZZI, et al., 2018). A imunopatogénese da psoriase baseada no eixo
IL-23/IL-17, observada na Figura 1, pode ser elucidada pelos eventos subsequentes,
sendo que quando fatores desencadeantes causam lesdo cutanea, os queratindcitos
ativam células dendriticas mieldides (TNFa, NO, e IL-20), com consequente
producdo de IL-23 (IFN-a, TSLP), que, por sua vez, estimula principalmente os
subconjuntos de células T, mas também ILC3 (IL-22, IL-17F e IL-21), mastdcitos e
neutrofilos, para secretar IL-17, contribuindo para o desenvolvimento da pele

psoriatica. As citocinas liberadas por estas células estimulam ainda mais os
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gueratinécitos e o0 circuito imunolégico € amplificado, promovendo a sua
hiperproliferacdo bem como a expresséo de citocinas e quimiocinas (CHIRICOZZI, et

al., 2018; KIM; KRUEGER, 2015).

Figura 1. llustragdo do modelo patogénico baseado no eixo IL-23/IL-17 induzindo o desenvolvimento
do fendtipo da psoriase. O eixo IL-23/IL-17 encontra-se destacado em vermelho, enquanto outros
sinais imunoldgicos se encontram em azul. IFN: interferon; IL: interleucina; KC: queratindcito; mDC:
células dendriticas miel6ides; TNF: fator de necrose tumoral; ILC3: células linfoides inatas. Fonte:
Adaptado de CHIRICOZZI, et al., 2018.

L Melanocyte
@ v o . ' l
KC A '

Mastoall  —a|L-17® j

Fibroblast n
&y
N

.J‘-‘SL

»
Fd

Neutrephd A
(¢

Vo
*®_ocl
°®

Diversos tipos de terapias convencionais sdo utilizados atualmente no
tratamento da psoriase, incluindo terapias orais, injetaveis, topicas e fototerapia.
Contudo, a utilizacdo de medicamentos como esteroides, metotrexato, ciclosporina
em altas doses levam a efeitos indesejados e toxicos, resultando na supressao do
sistema imunolégico como um todo, podendo levar até ao comprometimento de
orgdos vitais em alguns casos com administracdo a longo prazo. Em razdo desse
fato, os sistemas de administragcédo de farmacos utilizados ndo conseguem tratar com

sucesso a psoriase de fato, necessitando-se entdo do desenvolvimento de novas
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terapias com maior direcionamento do farmaco, atividade biologica aprimorada e

biodisponibilidade (TAMBE; NAUTIYAL; WAIRKAR, 2021).

2.2Terapia Fotodinamica

A TFD consiste em uma forma terapéutica ndo invasiva e que tem sido
utilizada nos estudos para tratamento clinico de diversas doencas, sendo utilizada
como uma unica terapia ou terapia complementar aos tratamentos convencionais
(KWIATKOWSKI, et al., 2018; AMANTINO, et al., 2020). A TFD tem recebido notavel
atencdo em diversas areas, principalmente no tratamento do cancer de pele, sendo
uma abordagem eficiente a qual ndo apresenta toxicidade, ndo levando a elevados
efeitos colaterais, além de ndo apresentar mecanismos de resisténcia adquiridos ou
intrinsecos com excelente aceitacao estética por ser minimamente invasiva (LI et al.,

2023).

Os mecanismos de acédo da TFD, apresentados na Figura 2, consistem na
producdo de oxigénio singleto (102) e outras espécies reativas de oxigénio (EROS),
através da fotoexcitagdo de um composto fotossensibilizador (FS) que pode ser
administrado por via topica, transdérmica, intravenosa ou oral (sistémica), utilizando-
se em seguida a ativacdo biolégica por irradiacdo de um sistema do tipo LASER ou
LED operando em comprimento de onda especifico na regido do UV-visivel e
poténcia adequada (fluéncia em J/icm?), desencadeando reacdes fotoquimicas
controladas. Estas reagdes sdo denominadas mecanismos fotodinamicos do Tipo | e
Tipo Il, os quais levam a producéo controlada de 102 e EROS (KWIATKOWSKI, et
al., 2018). Estas espécies reativas induzem processos fotobiologicos controlados

que podem desencadear a morte celular por mecanismos apoptéticos e/ou

necroticos e, assim, afetar diretamente certas vias metabdlicas e processos
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bioquimicos do meio extracelular (KWIATKOWSKI, et al., 2018). Além disso a TFD
pode também induzir uma alteracdo no equilibrio eletrofisiolégica mitocondrial
celular, gerando efeitos de reposta direta no metabolismo intracelular. Nesse
cenario, a existéncia destes dois mecanismos classicos (Tipos | e Il) na TFD, séo
necessariamente dependentes das moléculas de oxigénio disponiveis no

microambiente celular. (KWIATKOWSKI, et al., 2018).

Apo6s a internalizacdo do FS nas células-alvo, a luz € irradiada em um
comprimento de onda coincidente com a melhor regido do espectro de absorcao do
FS, induzindo entdo a transicdo de estado de menor energia, ou fundamental (So),
para os estados de maior energia, ou singletos (Sn — Si) resultado da absorcao
controlada de fotons. Parte desta energia de excitacdo € devolvida na forma de
processo radiativo na forma de fluorescéncia e a outra parte residual pode ser
transferida pelo mecanismo de converséo inter-sistema, no qual o FS passa para 0s
estados excitados tripletos (Tn — Ti), sendo este o transiente desejado para se
atingir os efeitos foto-terapéuticos adequados (KWIATKOWSKI, et al., 2018). No
mecanismo tipo I, o FS no estado Ti, pode interagir com diferentes substratos
biolégicos, formando radicais livres por transferéncia de elétrons ou prétons, sendo
que esses radicais podem induzir dano fotodindmico controlada as células ou reagir
com oxigénio formando novos EROS. Ja no mecanismo tipo Il, o FS também no
estado T1 € capaz de transferir energia para o oxigénio molecular (Oz), formando
oxigénio singleto (*Oz2), caracterizado por propriedades oxidantes fortes e ativagdo

de processos de fotoestimulacdo (AGAZZI, et al., 2019).
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Figura 2. llustracdo sistematica dos mecanismos de reacdo da TFD. Fonte: Adaptado de
KWIATKOWSKI, et al., 2018.
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No entanto, a TFD, como Unica alternativa terapéutica, ainda ndo tem sido
utilizada, atuando de forma complementar aos protocolos tradicionais devidos a
algumas limitac6es ainda existentes, as quais podemos destacar o baixo interesse
da industria farmacéutica em escalonar rotas de sintese e purificacdo quimica, e
desafios na padronizacdo dos parametros fotofisicos na rotina clinica (NIRMAL, et

al., 2021).

2.3Fotossensibilizadores (FS)

Nos estudos envolvendo TFD a escolha do FS é de extrema importancia. O
FS consiste na substancia a qual produz, de forma controlada, intermediarios ativos
quando exposta a radiagdo monocromatica. Sendo assim, a eficiéncia de conversao
de luz pelo FS acaba determinando, geralmente, a eficiéncia dos mecanismos
fotodindmicos na TFD (ZHOU, et al., 2021). O grande desafio esta na utilizacdo de
compostos FS que possuem melhor afinidade bioldgica, biodistribuicdo e potencial
fotodinamico adequado (WANG, et al., 2021). Durante muito tempo, a Photofrin® I,
um derivado de hematoporfirina, HpD, foi muito utilizada como fotossensibilizador,

sendo aprovada em 1995 pelo Food and Drug Administration (FDA) para o
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tratamento de alguns tipos de cancer de cabeca e pescoco e posteriormente em
1998 para terapia de cancer de pulmdo (KONAN; GURNY; ALLEMANN, 2002).
Contudo, esse FS faz parte da classe de primeira geracdo, 0s quais apresentam
muitas desvantagens devido a baixissima solubilidade em meio fisioldgico, meia-vida
muito alta comparando-se a farmacos antitumorais convencionais e pouca
seletividade pelo tecido-alvo (WANG, et al., 2021). As limitacbes encontradas com
os FS de 1° geracdo levaram a uma intensa busca cientifica pelo desenvolvimento
de novas moléculas durante mais de duas décadas desde o fim dos anos 90,
chamadas de fotossensibilizadores de segunda geracdo, caracterizados pela
presenca de outros derivados de hematoporfirina e fotossensibilizadores sintéticos
com destaque para os ftalocianinicos e clorinicos. Estas novas geracdes tendem a
apresentar maior rendimento de formacdo de oxigénio singleto, menos efeitos
colaterais, o que resulta de uma maior seletividade para tecidos cancerosos,
entretanto, ainda apresentaram baixa solubilidade em agua, sendo um fator muito
significativo pelo fato de interferir na administragéo farmacéutica (KWIATKOWSKI, et
al.,, 2018). Os fotossensibilizadores de terceira geracdo foram desenvolvidos
incorporando estratégias avancadas de sintese e purificacdo e tecnologias
inovadoras, como a nanotecnologia, buscando aumentar a biodisponibilidade e
maior eficacia fotodindmica relacionada aos FS das classes anteriores (MFOUO-

TYNGA et al., 2021; KWIATKOWSK]I, et al., 2018).

A busca por novos FS ainda é uma area de desenvolvimento cientifico em
plena expansédo, e vem de encontro com segmentos da biotecnologia que oferecem
compostos de origem microbiologica com alta eficiéncia fotodindmica, a exemplo os
colorantes (corantes e pigmentos) com altissimo coeficiente de extingdo molar e ao

mesmo tempo compatibilidade biolégica avancada comparando-se aos seus
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precursores de origem sintética da primeira e segunda geracédo de FS (AMANTINO,

et al., 2020).

Neste contexto, as Antraquinonas (AQs) constituem o maior grupo de
quinonas presentes no reino vegetal, sendo um importante grupo de metabdlitos
secundéarios com potenciais aplicacdes terapéuticas, demonstrando atividades
biolégicas significativas, como: hepatoprotetora, antiviral, antifingica (SINGH, 2014);
antimicrobiana, antioxidante (MALIK; MULLER, 2016) (VAZQUEZ, et al., 2017).
Considerando a vasta quantidade de atividades biolégicas envolvidas, o interesse
pelo desenvolvimento de novos derivados de antraquinona vem crescendo nos
ultimos anos (MALIK; MULLER, 2016). A exemplo temos a estrutura quimica da
Quinizarina (QZ) (1,4 di-hidroxi-antraquinona), apresentada na Figura 3, possuindo
funcBes quimicas pertencentes ao grupo dos corantes naturais derivados de
antraquinona, apresentando parametros espectroscopicos de absorcdo e emissdo
em 470 nm e 570 nm respectivamente. Em analise estrutural observa-se a presenca
de grupamentos aromaticos conjugados planares e quinoides de alta densidade
eletrdnica, o que pode contribuir para a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ERQOS), a partir de transferéncia de elétron para o Oz (QUINTI, et al., 2003) (HU, et
al., 2019). Ainda, estudos indicam que a presenca do grupamento planar croméforo
hidroxi-9,10-antraquinona substituido por um amino agucar, como apresentado na
estrutura da QZ e em diversas Antraquinonas, tende a interagir com o DNA, inibindo
a enzima topoisomerase Il e realizando uma intercalacéo entre os pares de base do
DNA, resultando na estabilizacdo do complexo intermediario da reacdo de
topoisomerase Il e consequentemente causando morte celular por apoptose
(TOADER; ENACHE, 2021; DIAZ-MUNOZ et al., 2018). Uma das desvantagens que

dificulta a o uso das Antraguinonas, consiste em sua baixa solubilidade em meio
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aguoso, fator que leva a uma seletividade parcial e entrega pouco especifica em
tecidos alvos, assim, a nanoencapsulacéo se torna uma alternativa vantajosa na sua

classificagdo como medicamento (AMANTINO et al., 2020).

Figura 3. Estrutura quimica da Quinizarina (1,4 di-hidroxi-antraquinona). Fonte: autora.
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2.4Nanotecnologia e Nanocarreadores

A nanotecnologia farmacéutica apresenta um enorme potencial no campo da
medicina, sendo a ciéncia aplicada ao diagndéstico, tratamento e prevencdo de
doencas e lesbes traumaticas, visando preservar e realizar melhorias a saude
humana (LU, et al.,, 2021). Os medicamentos tradicionais possuem diversas
limitagBes, principalmente em relacédo a seletividade, os quais podem levar a efeitos
colaterais graves, devido a necessidade de alta dosagem, além de possuirem
eficacia comprometida pelo fato de ndo passarem por algumas barreiras biolégicas.
Em contrapartida, os sistemas de liberacdo nanoestruturados ou nanofarmacos
possuem acdo direcionada, o que auxilia diretamente na redugdo da toxicidade,
melhorando a biodisponibilidade (LU, et al., 2021). O sistema de liberacao ideal deve
permitir o acumulo direcionado do FS no tecido alvo, seguido da distribuicéo

terapéutica, ndo sendo o FS absorvido por células saudaveis, ndo causando ainda
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perda ou alteracdo das atividades do fotossensibilizador, além de ser biodegradavel
e apresentar pouca ou nenhuma imunogenicidade (KONAN; GURNY; ALLEMANN,

2002).

Dentre os principais nanocarreadores coloidais com potencial aplicagéo, séo
evidenciados o0s sistemas poliméricos e emulsionados, destacam-se as
nanocapsulas poliméricas (NC). As NC sdo constituidas em sua maioria por
polimeros biodegradaveis, biocompativeis, evitando assim toxicidade, apresentando
ainda, alta eficiéncia de encapsulamento de ativos (ABED, et al., 2021). Além disso,
0 envoltorio polimérico presente nas nanocapsulas preserva o farmaco dos efeitos
degradativos de fatores como luz, oxigénio e ambiente &cido do estbmago e modula
e controla a liberacdo do ativo internalizado nos alvos biologicos de interesse

(NETO, et al., 2021).

Dessa forma, o presente estudo tem como proposta o desenvolvimento e
caracterizacdo de nanocdpsulas poliméricas contendo o fotossensibilizador
Quinizarina, a fim de avaliar sua acdo potencial em modelo inflamatdrio in vitro,
unindo os principios fotofisicos da TFD e da nanotecnologia para potencial aplicacao

terapéutica da psoriase e outras doencas inflamatérias
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar nanocapsulas poliméricas contendo QZ buscando
avaliar seu potencial de aplicacdo em Terapia Fotodinamica empregando-se

modelos in vitro de processo inflamatorio em queratinécitos.

3.2 Objetivos Especificos

° Sintese das nanocépsulas poliméricas contendo QZ, e caracterizacao fisico-

guimica para determinacao do tamanho de particula e potencial Zeta;

° Andlise de absorc¢do no infravermelho por Transformada de Fourier - FTIR;

° Analise morfolégica por Microscopia de Forca Atdmica - MFA,

° Determinacéo dos espectros de absorcdo e emissao de fluorescéncia no UV-
visivel,

° Andlise de permeacdo em matriz extracelular para impressdo de equivalente

de pele 3D e em pele de porco;

° Inducdo da hiperproliferacdo das células de queratin6citos como modelo da

psoriase com posterior aplicacdo em Terapia Fotodindmica (TFD);

° Andlise do processo inflamatério in vitro pelo efeito da expressdo de

sinalizadores antes e apos TFD.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.2 Protocolo de preparo das nanocapsulas

As NC poliméricas (NC/QZ) foram preparadas usando o método de deposicéo
interfacial de copolimero pré-formado (nanoprecipitagcdo) como descrito por Primo et
al. 2011, na concentracdo de 0,1 mg.mL? de ativo. O co-polimero de revestimento
poli (L-acido lactico-co-acido glicolico) - PLGA 50:50 (0,75% m/v) e lecitina de soja
(fosfatidilcolina de soja de alta pureza) a 1,75% m/v foram dissolvidos em 15 mL de
acetona a 40 °C (caracterizando a fase organica) e adicionados lentamente por
gotejamento na velocidade de 1,0 g/s, sob a solucdo aquosa, contendo Pluronic F-
68 (1,25% m/v) em 30 mL de a4gua sob agitacdo moderada e constante (250 rpm) a
40°C. O processo de emulsificacdo e recobrimento interfacial foi iniciado apds a
mistura de fases diretamente em reator camisado de 250 mL acoplado em banho
termostatizados em circulacdo constante. Posteriormente, foi realizada a remocéo do
solvente organico para finalizacdo do processo de nanoemulsificacdo, através da
etapa de rota-evaporacdo a 40 °C e rotacdo de 225 rpm sob pressédo reduzida,

obtendo um volume final de formulacdo de 10 mL.

4.3 Determinacédo do tamanho de particula e potencial Zeta

A fim de realizar a caracterizacdo fisico-quimica, foi utilizado a medida de
tamanho de particula (diametro hidrodindmico), indice de polidispersidade (Pdl) e
potencial Zeta (§) das nanocapsulas na auséncia e presenga do principio ativo QZ.
As analises foram realizadas seguindo os procedimentos operacionais padrdes do
equipamento Zetasizer®, da Malvern, do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica do

Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da FCFAr-UNESP.
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4.4 Analise da superficie topografica por Microscopia de Forca Atdmica
(MFA)

A MFA consiste em uma técnica microscopica utilizada amplamente para a
caracterizacdo de superficies e de propriedades dos materiais, através da varredura
ao longo da superficie de uma amostra, fornecendo imagens tridimensionais e
bidimensionais em alta resolucdo, sendo uma ferramenta indispensavel na
caracterizacdo de nanomateriais poliméricos e outros materiais (COLLINSON, et al.,

2021).

Foram realizadas imagens da NC/QZ a temperatura ambiente, utilizando o
equipamento Scanning Probe Microscope modelo SPM-9600, da Shimadzu do
Grupo de Pesquisa em Bioengenharia e Biomateriais do Departamento de

Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da FCFAr-UNESP.

O preparo da amostra foi realizado em uma superficie de mica, onde foi
depositada uma gota sob diluicdo 1:1 com agua-ultrapura (5,0 puL) da formulacdo a
qual foi submetida overnight a secagem natural. As imagens foram obtidas
posteriormente pelo método de contato intermitente, com cantilever de 124 um de
comprimento, operando em uma frequéncia de ressonancia no intervalo de 324-369

KHz, rigidez de 34-51 N/m e forga constante.

4.5 Analise espectroscopica de absorcdo no infravermelho por
Transformada de Fourier — FTIR

A andlise das NC foi realizada seguindo o método descrito por Alsharari,
Tayel e Moussa (2018). Para a analise da QZ livre e das NC sintetizadas (NC/Q2Z) foi
utilizado o FTIR ALFA Il (BRUKER, USA) do Grupo de Pesquisa em Bioengenharia e

Biomateriais do Departamento de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da
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FCFAr-UNESP, operando nos comprimentos de onda de 300 — 4000 cm, scan de
128 varreduras, resolucdo de 4 cm?, utilizando médulo ATR e base de cristal de

seleneto de zinco.

4.6 Espectros de absorcao e emissao no UV/VIS

Os espectros de absorcdo e emissdao de fluorescéncia da QZ em meio
homogéneo (acetonitrila) e apds a nanoencapsulacdo (NC/QZ) foram obtidos como
parte da caracterizacdo espectroscopica. Para as analises de absorcao foi utilizado o

espectrofotometro UV/Vis de feixe duplo Genesys 10s da Thermo Scientific.

Para as andlises de fluorescéncia 2D e 3D das amostras contendo QZ livre e
em NC (NC/QZ) foi estabelecido um protocolo com excitagdes fixas em 470 nm,
tempo de integracdo de 0,3 s, fendas de excitacdo e emissao de 3,0/3,0 nm e faixa
de aquisicdo de 400 a 700 nm, utilizando-se espectrofluorimetro da Shimadzu
modelo RF-6000 do Laboratério de Producgédo de Bioprodutos e Purificacdo (BioPPul)

do Departamento de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da FCFAr-UNESP

4.7 Método espectroanalitico para quantificacdo da Quinizarina: Curva
analitica

A linearidade de um método analitico consiste na capacidade de se obter
resultados experimentais diretamente proporcionais a concentracdo do analito.
Assim, a regressao linear foi realizada construindo um grafico de absorcdo versus
concentragdo do fotossensibilizador em pg.mL. Inicialmente, a curva foi construida
através de uma solugéo estoque contendo 0,2 mg.mL! de QZ em acetonitrila (ACN).
Para o preparo das solu¢cdes em diferentes concentragdes foi utilizado o método de
diluicbes sucessivas, as quais foram realizadas diretamente em uma cubeta de

quartzo com 1,0 cm de caminho o6ptico, contendo 2,0 mL de ACN, adicionando-se
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fracbes da solugcédo estoque com micro seringas (Hamilton Co.) de 50 uL para se

obter as concentracdes desejadas.

4.8 Quantificacdo de QZ em NC/QZ: Teor total do fotossensibilizador

O teor total do FS em NC foi determinado seguindo o método de digestédo de
amostra, conforme descrito por Siqueira-Moura et al. 2010. Foi utilizada a curva de
correlacéo, realizada como descrito em 4.7, sendo entdo empregada a estratégia de
digestdo e rompimento da parede polimérica e liberacdo total do ativo efetivamente
associado a NC para um meio homogéneo. A quantificacéo foi realizada através de
uma aliquota de NC/QZ (250 pL) em um baldo volumétrico (5mL) o qual foi
completado até o menisco com ACN. A amostra foi entdo colocada em banho
ultrassoénico (Banho-Ultrassdnico Bramson 1510) durante 10min a fim de garantir a
liberacdo total da formulacdo no solvente obtendo-se o0 meio homogéneo.
Posteriormente, foi adicionado uma aliquota de 2,0 mL desta solucdo em uma
cubeta de quartzo com caminho éptico de 1,0 cm e analisadas no espectrofotdmetro
empregando-se 0 método espectro analitico previamente desenvolvido como
descrito na secdo 4.5. O experimento foi realizado em triplicata para validacdo do

método.

4.9 Cultivo celular

As linhagens comerciais de fibroblasto de murinhos (NIH/3T3 — ATCC® CRL-
1658™) e queratindcitos humanos imortalizados (HaCaT —Cell Lines Service (CLS) —
GmbH Alemanha) foram utilizadas como modelo biolégico. Os modelos biolégicos in
vitro foram cultivados em uma incubadora com 5% de CO2 a 37 °C (Thermo

Scientific modelo 3110) empregando-se meio DMEM suplementado com soro fetal
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bovino (SFB) a 10% v/v, antibidticos penicilina/estreptomicina 10.000 Ul e
anfotericina 1,0 mg/mL, todos fornecidos pela Vitrocell Embriolife (Campinas, SP). O
cultivo foi conduzido até obtencdo do estagio de sub-confluéncia, onde as células
foram replicadas empregando-se tripsina e cultivadas em garrafas de 25 cm? e 75
cm?, previamente aos ensaios colorimétricos de citotoxicidade. Todas as solugées
de meio de cultura foram filtradas previamente em sistema de filtracdo descartavel
Kasvi 0,22 um, e o material previamente esterilizado em autoclave vertical Phoenix
AB. A contagem de células seguiu o protocolo de azul de tripan em camara de
Neubauer, conforme os protocolos operacionais padrao (POP) do grupo de

pesquisa.

4.10 Uptake Celular

As células da linhagem de queratindcitos humanos imortalizado (HaCaT —Cell
Lines Service (CLS) — GmbH Alemanha) foram plaqueadas em placas de 24 pocos
(3x10% células/poco) e mantidas a 37 °C em incubadora contendo 5% de CO:2
durante 24h. Posteriormente, as NC/QZ foram colocadas, na concentracdo de 15
ug.mL?, determinada em experimento prévio como limiar de seguranca, em trés
tempos diferentes (3h, 6h e 24) a fim de analisar o melhor tempo para a
internalizacdo celular. Apos os tempos mencionados, as respectivas placas foram
lavadas com PBS, retirando o meio de cultivo. A quantificagdo da internalizagdo foi
realizada utilizando leitor de microplacas EnSpireTM (PerkinElmer, USA) do
Laboratério de Producédo de Bioprodutos e Purificacdo (BioPPul) do Departamento
de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da FCFAr-UNESP, onde foi

analisada a intensidade de fluorescéncia.
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4.11 Ensaio de viabilidade celular - método fotocolimétrico aplicando
Resazurina

Nesta etapa as células NIH/3T3, apOs atingirem a subconfluéncia, foram
transferidas para placas de 96 pocgos, sendo incubadas com diferentes
concentracdes da formulacdo, como mostrado na Figura 4, NC/QZ (2,5; 5; 15; 25; 50
e 70 pug.mL1), formulagdo vazia 50% v/v (sem a presenca do ativo) e Quinizarina
livre (50 e 70 ug.mLt) com auséncia de fotoestimulo durante 3h, DMEM/SFB 3% v/v
para determinacdo da curva de citotoxicidade conforme descrito por Amantino et al.
2020, baseando-se na norma ISO 10993-5 (Biological evaluation of medical
devices). Apds 24h foi adicionada uma solugdo de Resazurina 10%, podendo ser
observada a mudanca de coloracdo do composto de azul para rosa devido das
células viaveis, que necessariamente reduzem a resazurina a resofurina. A
fluorescéncia (F) foi lida usando comprimento de onda de excitagdo a 560 nm e
comprimento de onda de emissdo a 590 nm no leitor de microplacas EnSpireTM
(PerkinElmer, USA). A porcentagem de células viaveis foi calculada de acordo com a

seguinte Equacéo 1:

F amostra
F controle

Viabilidade celular (%) = ( ) x 100 (Equagéo 1)

O mesmo ensaio foi realizado para a linhagem de células HaCaT, as quais
foram incubadas com diferentes concentragcdes da formulacdo como mostrado na
Figura 5, NC/QZ (2,5; 5; 10; 15; 17,5; 20; 25; 30; 35 e 50 pg.mLt) com auséncia de

fotoestimulo durante 24h.
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Figura 4. Representac@o esquemética do ensaio de citotoxicidade em células NIH/3T3, a partir do
desenho experimental empregando- se uma microplaca de 96 pogos, através do método
fotocolorimétrico da Resazurina. Fonte: Autora.
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Figura 5. Representacdo esquematica do ensaio de citotoxicidade em células HaCaT, a partir do
desenho experimental empregando- se uma microplaca de 96 pogos, através do método
fotocolorimétrico da Resazurina. Fonte: Autora.
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4.12 Permeacao em matriz extracelular para impressao de equivalente de
pele 3D e em pele de porco

A permeacdo do farmaco desenvolvido foi avaliada em pele de porco e em
matriz extracelular (MEC) composta por coldgeno e pectina, os quais foram
impressos utilizando modelo de bioimpressao 3D layer by layer e posteriormente
utilizados na producéo de um modelo pele tridimensional (MOAKES, et al., 2021). Os
experimentos foram conduzidos no Healthcare Technologies Institute (HTI) na
Universidade de Birmingham, no Reino Unido, em colaboracdo com o Professor
Liam M. Grover durante capacitacdo realizado pelo programa CAPES-Print do

Programa de Pés-Graduacgdo em Ciéncias Farmacéuticas da FCFAr-UNESP.
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As matrizes foram impressas seguindo o método descrito por Moakes et al.
2021, contudo, sem a internalizacdo de células e alocadas em placas de 24 pocos.
Foram utilizadas as propor¢cbes de 2:1 (colageno e pectina) para as camadas
papilares e reticulares e proporcdo de 1:1 (colageno e pectina) para a camada da

hipoderme, como evidenciado na Figura 6.

Figura 6. Representagdo esqueméatica da matriz extracelular (MEC) desenvolvida pelo método de
manufatura aditiva suspensa, com a presenca de trés camadas da pele: Camada Papilar, Camada
Reticular e Hipoderme compostas por colageno e pectina como bioink, nas respectivas proporgfes
2:1, 2:1 e 1:1. Fonte: Autora.

Epiderme

, Camada Papilar (2:1 Colageno:Pectina)

Camada Reticlar (2:1 Colageno:Pectina)

l> Hipoderme (1:1 Colageno:Pectina)

As NC/QZ, na concentracao de 15ug/mL, definida como limiar de seguranca,
foram adicionadas no topo da MEC (80uL), dentro de um suporte cilindrico, o qual
assegurava que a amostra ficaria concentrada no topo da matriz desenvolvida, foi
preparado também uma matriz internalizada apenas com DMEM para controle. Apés
24h foram realizados cortes transversais e as amostras foram analisadas em leitor
de microplacas SPARK (TECAN, SWI) e no microscépio EVOS M5000 (Invitrogen,

Thermo Fisher Scientific, USA) onde foi observada a intensidade de fluorescéncia.

Posteriormente foi realizada a analise em pele de porco (Fornecedor local), as
quais foram dimensionadas seguindo as proporgdes: 3mmxlmm (comprimento x

largura) e dispostas em placas de 24 pog¢os. As NC/QZ (15ug/mL) foram colocadas
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na parte superior (topo) das peles, sendo desenvolvida também uma amostra para
controle. Foi realizada uma analise apds 24h, avaliando a penetracédo das NC/QZ em
cortes transversais utilizando leitor de microplacas SPARK (TECAN, SWI) onde foi

observada a intensidade de fluorescéncia da QZ liberada no meio intracelular

4.13 Inducéo do processo inflamatdrio em células HaCaT e aplicagédo da
Terapia Fotodinamica

A fim de induzir um processo inflamatorio in vitro, foi utilizado como modelo
cultura de células de gueratinécitos de humanos (HaCaT — Cell Lines Service (CLS)
— GmbH Alemanha) as quais foram cultivadas, como descrito na secdo 4.6 e
posteriormente plagueadas em placas de 24 pocos a fim de analisar diferentes
parametros, como mostrado na Figura 6. Inicialmente, as células foram plaqueadas
e induzidas com lipopolissacarideo (LPS) bacteriano (sorotipo O127:B8, Sigma, UK)
na concentracdo de 10 pg.mL?! e incubadas durante 24h — 37°C, 5% CO2. Ap6s 0
periodo mencionado, foram adicionadas amostras de nanocapsulas poliméricas
contendo Quinizarina (NC/QZ) na concentragdo de 15 pg.mL?, a qual foi
estabelecida como limiar de seguranca in vitro. Na sequéncia, as células foram
incubadas durante 24h. Posteriormente, as células ainda com o LPS e NC/QZ foram
submetidas a TFD, onde foi utilizado um sistema de fotoativacdo de mesa LED de 24
pocos (IrradLED/Biopdi) emitindo a 470 nm com 37,2 mW de poténcia 6ptica, do
Laboratério de Microbiologia Clinica do Departamento de Analises Clinicas da
FCFAr-UNESP. As densidades de energia (fluéncias) utilizadas, foram: 1,0 J.cm
(D1), 5,0 J.cm? (D2) e 10 J.cm (D3) nos respectivos tempos de exposicdo: 27s,
134s e 269s. No desenho experimental das placas, como evidenciado na Figura 7,

foi considerando o tempo de analise pos irradiagdo, sendo uma placa para analise
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de 6h e outra 24h logo apos a irradiacéo, a fim de obter analises imuno-enzimaticas

mais direcionadas.

Figura 7. Representacdo esquematica do ensaio de inducdo do processo inflamatério em células
HaCaT onde, CT= Controle; LPS: Lipopolissacarideo; LED = dose de irradiagao de 10 J.cm-?; D1 =
NE/QZ dose de irradiacao de 1 J.cm?; D2 = NE/QZ dose de irradiagédo de 5 J.cm?; D3 = NE/QZ dose
de irradiacdo de 10 J.cm; CF = Controle de formulacdo sem irradiacdo (NE/QZ 15 pg.mL-1). Fonte:
Autora.
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4.14 Ensaio Imunoenzimaéatico — ELISA

Para os ensaios in vitro, os niveis de IL-1 , IL-8 e MCP-1 dos sobrenadantes
de células foram detectados usando o kit ELISA disponivel comercialmente (BD
Biosciences, California, USA), e de acordo com as instru¢cdes do fabricante,
seguindo o protocolo previamente descrito por Cardoso et al. 2023. Resumidamente,
100 yL de cada um dos padrbes, controles e amostras foram carregados em
microplacas de poliestireno de 96 pocos, contendo 100 pL de diluente de ensaio em
triplicata. ApOs incubacdao por 2h, as microplacas foram lavadas 4 vezes. Em

seguida, 200 pL de solugdes conjugadas especificas de IL-6, IL-8 ou MCP-1
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humanas foram adicionadas a cada pocgo por 2h, lavadas e 200 uL de uma solugao
de substrato foram adicionados. Apés 20 min. de incubagao, 50 pL da solugéo de
parada foram adicionados e a densidade 6ptica foi lida a 450 nm usando um leitor de
microplacas (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) com um comprimento de onda de
correcdo de 540 nm, do Laboratério de Morfologia do Departamento de Biologia do
IBILCE - UNESP. A concentracao de citocinas de cada amostra foi calculada a partir
da curva padrédo e os dados estatisticos foram analisados utilizando o software
Prism®GraphPad versdo 8.0. Os resultados foram apresentados como média +
desvio padrdo (SD) e a andlise estatistica realizada por analise de variancia para
comparacdes multiplas (ANOVA) seguido do post test Dunnett 's. Os valores de p
inferiores a 0,05 foram considerados para indicar resultados estatisticamente

significativos.
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5. RESULTADOS

5.1 Determinacdo do tamanho de particula, indice de polidispersidade,
potencial Zeta e estudo de estabilidade

O tamanho das particulas, o indice de polidispersidade (Pdl) e o potencial
Zeta (C), que fornece a carga superficial, foram determinados utilizando a técnica de
Espalhamento Dindmico de Luz (Dynamic Light Scattering - DLS). A média dos
valores de numero de particulas obtidas para NC/QZ na concentracdo de
0,1 mg.mL? e para a NC/Vazia foram expressos como média + desvio padrdo. Os

valores apresentados para NC/QZ e NC/Vazia sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Dados de tamanho médio de particula, indice de polidispersidade (Pdl) e potencial Zeta
das nanocapsulas encapsuladas com Quinizarina (NC/QZ) e sem o ativo (NC/Vazia)

Nanomaterial Tamanho Médio de Pdl Potencial Zeta
Particula (nm) (mV)
0,4+
NC/Qz 103,9 (97,9%) + 34,510 0.028 -31,8+0,723
) 0,5+
NC/Vazia 137,2 (98,0%) * 46,104 0.058 -35,1 + 1,107

Com base nos dados apresentados, ambos 0s nanomateriais sintetizados
(NC/QZ e NC/Vazia) apresentaram um perfil satisfatério, sendo o esperado para os
sistemas coloidais poliméricos submicrénicos. Os valores de Pdl proximo a 0,4
mostram uma tendéncia a polidispersdo dos sistemas, indicando uma possivel
aglomeracao e/ou variagdo do tamanho das particulas. Entretanto, os percentuais de
namero de particulas (97,9 %) na regido do tamanho médio predominante, indicam

um sistema com baixa variacao relativa a maior distribuicdo de particulas.
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Os valores médios dos tamanhos de particula, Pdl e Potencial Zeta
observados para os sistemas nanoencapsulados desenvolvidos evidenciam um
potencial estabilidade durante o tempo de anéalise, como mostrado nas Figuras 8 e 9,

durante 0 periodo de 61 dias apos a sintese.

Figura 8. Estudo de estabilidade monitorando-se o tamanho de particulas, Pdl (A) e potencial Zeta (B)
em funcdo do tempo para NC/Vazia
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Figura 9. Estudo de estabilidade monitorando-se o tamanho de particulas, Pdl (A) e potencial Zeta (B)
em funcédo do tempo para NC/QZ.
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A determinacdo da estabilidade dos sistemas nanométricos é de extrema
importancia, sendo parametros requeridos para a aplicagdo dos nanomateriais em

aplicacbes farmacéuticas e industriais, sendo que diversas forgas como repulsédo

eletroestatica, flutuabilidade, gravidade e atracdo de van der Waals (VDW) podem
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acabar influenciando a estabilidade dos sistemas (DANESHFAR; ASHOORI;

SOULGANI; 2023).

5.2 Analise por Microscopia de For¢ca Atdmica (MFA)

A andlise topogréfica bidimensional panordmica MFA das NC/QZ,
apresentadas na Figura 10 — A, apresenta imagens nitidas de particulas com
formato esférico bem definido, com tamanho e morfologia dentro do esperado, com
valores de tamanho médio de particula de 65 nm. De forma comparativa podemos
correlacionar os resultados com as analises prévias realizadas pela técnica do DLS,
como mostrado na Figura 10 — B. Estes resultados indicam que as particulas
analisadas apresentaram tamanho de particula diferenciados, sendo maior em DLS
do que a andlise no MFA. Entretanto isso se d& devido ao fato de o DLS medir o raio
hidrodinAmico da particula ou raio de solvatacdo. Assim, a andlise obtida através do
MFA confirma o tamanho médio de particula proximo ao real, esperado para
sistemas poliméricos nanoestruturados, apresentando ainda morfologia esférica

caracteristica do sistema desenvolvido.

Figura 10. Fotomicrografia bidimensional das NC/QZ obtido através da técnica de MFA (A) e
histograma evidenciando a distribuicdo de tamanho obtido por método do DLS (B) das NC/Vazia
(cinza) e NC/QZ (preto).
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5.3 Determinacdo do espectro de absorcdo no infravermelho por

Transformada de Fourier — FTIR

A andlise de absorcdo no Infravermelho por FTIR estd apresentada na
Figura 11. Foram observados picos caracteristicos de interagcdes presentes na
molécula da Quinizarina, como ligacbes C=C em aromaticos (1600), anéis
aromaticos (900 — 770) e grupamento O-H (~ 920). Ainda, foram observados picos

exclusivos dos compostos nanoencapsulados, resultado da interagdo com o PLGA o

qual apresenta grupamento OH associado (3600 — 3200).

Figura 11. Espectro de absor¢@o no Infravermelho por Transformada de Fourier para a QZ livre,

NC/QZ e NC/Vazia, utilizando como background o ar.
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A andlise através da técnica vibracional por FTIR é extremamente Util na
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estruturais na molécula. A técnica é baseada na identificacdo dos grupos funcionais
através da vibracdo que ocorre quando irradiados em comprimentos de onda
especificos (BINISH et al., 2022). Como observado na quantificacédo realizada, ndo
houve modificacBes estruturais resultantes da associacdo dos compostos utilizados
no desenvolvimento das nanocapsulas, sendo observados todas as interacdes

guimicas caracteristicas de cada composto.

5.4 Determinacao dos espectros de absorcao e emissao de fluorescéncia
2D e 3D UV/Vis no estado estacionario

O perfil bidimensional dos espectros de absorcédo e emissédo da QZ e NC/QZ
foram obtidos através de estudos de espectroscopia de absor¢cdo e emissdo de
fluorescéncia nos UV/Visivel, como mostrado nas Figuras 12 e 13, respectivamente.
O perfil de absorcdo maxima foi obtido a 477 nm e o espectro de emissdo com um
maximo de 568 nm a partir da excitacdo fixa fixada a 470 nm. Ainda, sao
apresentados os perfis tri-dimensionais (3D) de fluorescéncia da Quinizarina livre e

NC/QZ, evidenciado nas Figuras 14 e 15 respectivamente.
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Figura 12. Espectro de absorcdo no UV/Vis da NC/QZ em meio organico homogéneo acetonitrila
(NC/ACN) e da QZ no respectivo meio (QZ/ACN), com maximo de absor¢cdo em 477 nm, onde A:

andlise padrao e B: analise normalizada.
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Figura 13. Espectro de emissdo de fluorescéncia 2D no UV/Vis da NC/QZ e da QZ em meio
homogéneo acetonitrila (QZ/ACN), apresentando comprimento de onda de excitacdo em 470 nm,
emissao 568 nm e fendas espectrais 3,0/3,0 nm respectivamente, onde A: analise padrdo e B: analise
normalizada.
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Figura 14. Espectro de emissdo de fluorescéncia 3D no UV/Vis da QZ livre em meio homogéneo
acetonitrila (QZ/ACN), apresentando comprimento de onda de excitagdo entre 400 — 550nm , emisséo
entre 525 — 679nm e fendas espectrais 1,5/3,0 nm respectivamente.
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Figura 15. Espectro de emissao de fluorescéncia 3D no UV/Vis da NC/QZ livre em meio homogéneo
acetonitrila, apresentando comprimento de onda de excitacdo entre 400 — 550nm , emisséo entre 525
— 679nm e fendas espectrais 1,5/3,0 nm respectivamente.
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A analise dos compostos € de suma importancia, facilitando a sua
caracterizacdo e identificacdo de possiveis modificagbes. O método de
fluorescéncia, quando comparados aos outros meétodos espectrais, tém apresentado
vantagens significativas, devido a sua simplicidade, velocidade, alta sensibilidade,
com destaque para a espectroscopia de fluorescéncia em 3D, a qual mede
espectros de emissdo em um range de comprimentos de onda de excitacao,
permitindo uma identificacdo mais extensa das amostras, se tornando uma
ferramenta poderosa na classificacédo e identificacdo das substancias (LONG et al.,

2023; PAN et al., 2021).

E possivel observar que ndo houve mudancas significativas nos perfis de
absorcdo e fluorescéncia 2D e 3D da QZ livre quando comparada com a forma
nanoencapsulada, ndo havendo reacdo do ativo com os componentes utilizados
para o preparo do sistema nanoestruturado, promovendo suporte para a utilizagao

da NC/QZ em testes futuros.

Importante destacar que a manutencao das propriedades fotofisicas do FS no
estado fundamental € um fator de extrema importancia para moléculas que séo
utilizadas em TFD, visto a necessidade de garantida de absorcédo na regido visivel
do espectro-eletromagnético no melhor comprimento de onda de excitacao.
Destacamos também a regido de maior penetracdo biolégica dos feixes de luz de
fotoativagédo, que foi denominada anteriormente de “janela terapéutica” (600 nm —
800 nm). Entretanto com o avanco dos dispositivos médicos para emissao de luz de
excitacdo, como os LEDs e LASERS biomédicos, tem-se uma melhor penetracdo

tecidual e eficacia em comprimentos de onda abaixo de 600 nm (400 nm — 600 nm).
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5.4 Desenvolvimento do método espectro-analitico

Através do método analitico de absorcdo em UV/vis foi delineada a curva
padrao analitica, com equac¢ao da linha y = 0,0377x — 0,0013, R2=1, n = 3, como
apresentado na Figura 16. O método foi realizado como estabelecido pela
Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC N°166 publicada em 25 de Julho de 2017

para a validacdo de métodos analiticos.

Figura 16. Curva de espectro de absor¢cdo de QZ livre em 477 nm correlacionando a méaxima
absorcado e a concentracdo em ACN variando de 2 — 14 pg.mL-1 com equacéo da reta y = 0,0377x -
0,0013,R=1.
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Os modelos lineares para curva de calibracdo sdo criados com base na
minimizacédo de erros de minimos quadrados, com sua qualidade de ajuste utilizando
o quadrado do coeficiente de correlacdo (R?), sendo essencial para a conversao dos
sinais da instrumentac&o analitica em concentracao, utilizado para anélise de outros
analitos. O valor de R? evidencia a correlacdo entre os dados apresentados, sendo
baseado no erro absoluto da variavel dependente, sendo 1 o ajuste “perfeito” e 0
indicando nenhuma correlacdo entre os dados analisados (LOGUE; MANANDHAR,;

2018).
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5.5 Quantificacéo do teor total de quantificacao

A fim de quantificar teor total de ativo na nanocapsula, a curva analitica foi
utilizada a fim de proporcionar as concentragcdes de Quinizarina presente. Como
apresentado na Tabela 2, é possivel observar que foi obtido um percentual de
99,02% de ativo dentro da nanoestrutura, valor altamente satisfatério uma vez que
altas taxas de Quinizarina estdo associadas ao sistema. O parametro utilizado foi a

concentracgdo tedrica de quinizarina presente na amostra, sendo 100 pg.mL™.

Tabela 2. Teor total de QZ em nanocapsulas.

Quantificacdo (ug.mL™)
1 2 3 Média %
NC/QZ 101,19 100,00 95,88 99,02 +2,71 99,02

A partir da curva de correlacdo (y = 0,0377x — 0,0013, R2 = 1, n = 3) foi
possivel a quantificacdo da concentracdo real de Quinizarina associada a NC/QZ,
sendo extremamente importante para o desenvolvimento dos ensaios subsequentes
0S quais necessitam da concentracdo correta do ativo para analise em ensaios

bioldgicos, como o ensaio de Citotoxicidade, Uptake celular e TFD.

5.6 Ensaio de citotoxicidade - Método fotocolorimétrico utilizando
Resazurina em linhagem de células de fibroblasto de murinho NIH/3T3

Os ensaios de viabilidade celular utilizando as células NIH/3T3 foram
utilizados como testes preliminares para analise da citotoxicidade do material. A
determinacdo da citotoxicidade pode ser realizada através de alguns métodos
classicos, como MTT, Vermelho Neutro e Resazurina. Contudo, tanto o MTT quanto

o Vermelho Neutro podem levar a interferéncias devido a precipitacdo dos sais,
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formacdo de cristais e utilizacdo de solventes quimicos, enquanto a utilizacdo da
Resazurina ndo provoca a lise da célula ao ser internalizada, podendo ser utilizada
em conjunto com outros testes, apresentando ainda elevada intensidade de

fluorescéncia, facilitando a quantificacdo (MCGAW et al., 2014).

Os resultados do estudo séo apresentados na Figura 17, na qual foi
observada a auséncia de citotoxicidade nas concentragbes de 2,5, 5 e 15 uyg.mL*
utilizando as seguintes amostras: NC/QZ, QZ livre (50 e 70 uyg.mL?) e na NC/Vazia a
50% (v/v) (IC50). Nas concentragdes mais elevadas de NC/QZ (25, 50 e 70 ug.mL™?)
verificou-se uma diminuicdo na viabilidade celular, de aproximadamente 30%
(25 pg.mL?) e 90% (50 e 70 pyg.mL?). A concentragdo de 15 ug.mL? foi escolhida
para o desenvolvimento dos ensaios biolégicos investigativos sequenciais como
descrito na secao 5.7, sendo esta concentragdo considerada o limiar de seguranga

in vitro.

Figura 17. Ensaio de Citotoxicidade in vitro de NC/QZ, NC/Vazia e QZ livre em linhagens de
fibroblastos de murino NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658) nas concentra¢gbes de 2,5; 5; 15; 25; 50; 70
pg.mL-1 (NC/QZ), NC/Vazia a 50% (v/v) e QZ livre nas concentracdes de 50 e 70 pg.mL-1. Foi
determinado significAncia estatistica através do teste de andlise de variancia One-way ANOVA, com
95% de significancia, seguido de pds teste Tukey para multiplas comparacgfes (*p<0,05, **p<0,001).
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Os estudos de citotoxicidades sdo muito importantes e necessarios para se avaliar o
perfil de compatibilidade biolégica in vitro de ativos e compostos com potencial de
aplicacao biolégica. Além disso sdo ensaios que propiciam a determinacdo de
importantes parametros de desenvolvimento nanotecnolégicos, como os IC10 e IC50
gue sado exatamente as concentracdes inibitérias que induzem a reducdo de 10% e

50% na viabilidade celular respectivamente.

5.7 Permeacdo das NC/QZ em MEC de equivalente dérmico e em pele de
porco

A fim de avaliar a permeacdo do sistema nanotecnolégico (NC/QZ)
desenvolvido, foram utilizados como modelo um tipo de MEC aplicada no
desenvolvimento de equivalente de pele 3D, apresentada na Figura 18, e pele de
porco comercial. As analises foram conduzidas a fim de avaliar a permeacdo apos
24h, utlizando os parametros de excitagdo e emissdo de fluorescéncia da
Quinizarina, determinados no topico 5.4. A concentracao utilizada das nanocépsulas

foi a de 15pug/mL, definida em experimento de citotoxicidade como limiar de

seguranca do farmaco.

Figura 18. Design da Matriz Extracelular (MEC) desenvolvida: (i) ilustracdo sistemética do
posicionamento da MEC junto com acessorio (iii) utilizado para concentrar a amostra somente na
parte superior. (ii) Modelo desenvolvido através do método layer by layer formando as seguintes
camadas: Camada Papilar (CP 2:1 Colageno:Pectina), Camada Reticular (CR 2:1 Colageno:Pectina)
e Hipoderme (H 1:1 Colageno:Pectina).

(ii)
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As andlises de fluorescéncia evidenciaram a permeacao das NC/QZ em todas
as camadas da MEC (Figura 19) e na pele de porco (Figura 20), onde foi possivel
observar sinal de fluorescéncia caracteristicos da formulacdo desenvolvida, sendo
um dos principais efeitos desejados e que justificam a utilizacdo da nanotecnologia
para aplicacdo biologica. Ainda, em comparacdo com controle desenvolvido, onde
foi realizada a permeacdo somente com DMEM, nado foi evidenciado sinal de

fluorescéncia significativo, como indicado nas Figuras apresentadas.

Figura 19. Ensaio para analise de intensidade de fluorescéncia em Matriz Extracelular (MEC) em
cortes transversais, onde A: Andlise realizada em leitor de microplacas, sendo determinado o sinal de
fluorescéncia direto (i) com excitacéo e emissdo em 470nm/568nm respectivamente, tanto do controle
somente com DMEM (ii) e das NC/QZ (15ug/mL) (iii) e B: Imagem das MEC internalizadas com
NC/QZ (15ug/mL) obtidas na faixa de emissdo de fluorescéncia da GFP através do microscépio
EVOS M5000.
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Figura 20. Ensaio para analise de intensidade de fluorescéncia em cortes transversais de pele de
porco (iv) a qual foi realizada em leitor de microplacas, sendo determinado o sinal de fluorescéncia
direto (i) com excitacdo e emissdao em 470nm/568nm respectivamente, tanto do controle somente
com DMEM (i) e das NC/QZ (15ug/mL) (iii).
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5.8 Determinacgéo do tempo de internalizac&o (Uptake celular)

A fim de determinar o melhor tempo para incubagédo nas células HaCaT com
0s nanomateriais desenvolvidos (NC/QZ) foi realizado o estudo de uptake celular, no
qual foram analisados trés diferentes tempos de incubacédo (3, 6 e 24 horas) na
concentragdo de 15 pg.mLtentdo, de modo comparativo, a intensidade de
fluorescéncia da QZ livre e em NC.). Com os resultados sédo apresentados na Figura
21, é possivel observar uma maior internalizacdo celular para NC/QZ quando
comparadas a QZ livre, demonstrando o efeito desejado de aumento da
internalizacdo citoplasmética do ativo nanocarreado. O efeito de nanoestruturagéo
melhora a interacdo biolégica, aumentando a biodisponibilidade do ativo com maior

especificidade, e maior permeacdo nas células, devido ao aumento das
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propriedades reativas, promovendo interacbes com a membrana celular por
mecanismos especificos de fagocitose, como a pinocitose. Estes sdo considerados
0os principais fatores que ampliam o uptake celular nestas condicdes, além de
favorecer a biocompatibilidade e, principalmente, aumentar a atividade biolégica
(fotodinamica) desejada. Outro dado obtido no ensaio da Figura 21 foi o melhor
tempo de incubacéao relativo as melhores taxas de internalizacéo do ativo. Conforme
os resultados a seguir o tempo de 24h apresentou uma intensidade de fluorescéncia
de QZ bem superior aos tempos anteriores, indicando uma internalizacdo 9x maior

gue as demais.

Figura 21. Estudo de uptake celular em células HaCaT na concentragdo de 15 pg.mL-1 em PBS
avaliando a internalizagdo celular da Quinizarina livre (QZ) e da mesma nanoencapsulada (NC/QZ)
nos tempos de 3, 6 e 24 horas. Foi determinado significAncia estatistica através do teste de analise
de variancia One-way ANOVA, com 95% de significancia, seguido de pés teste Tukey para multiplas
comparacdes, onde *diferenca estatistica obtida entre QZ e NC/QZ, **diferenca estatistica obtida
entre NC/QZ nos trés tempos testados.
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5.9 Ensaio de citotoxicidade - Meétodo fotocolorimétrico utilizando
Resazurina em linhagem de células de queratinocitos humano (HaCaT)

Apoés a determinacéo do tempo de incubacéo para as células HaCaT, o teste
de citotoxicidade utilizando o método da Resazurina como descrito na secéo 4.11 foi
realizado novamente, a fim de analisar a toxicidade apenas da NC/QZ no modelo in
vitro escolhido para desenvolver o modelo de indugdo do processo inflamatorio.
Foram testadas as seguintes concentracoes: 2,5; 5; 10; 15; 17,5; 20; 25; 30; 35 e 50

ug.mLt. Foram realizadas andlises estatisticas subsequentes e os resultados estéo

apresentados na Figura 22.

Figura 22. Ensaio de Citotoxicidade in vitro de NC/QZ na concentracdo de 0,1 mg.mL-1 de QZ em
linhagens de queratinécitos humano HaCaT (HaCaT — cell line service) nas concentragfes de 2,5; 5;
10; 15; 17,5; 20; 25; 30; 35 e 50 yg.mL-1 (NC/QZ). Foi determinado significAncia estatistica através
do teste de analise de variancia One-way ANOVA, com 95% de significancia, seguido de pés teste
Tukey para multiplas comparagdes (*p<0,05).

150

=

E 1009

— it

g i

— i e

s 90 i
[omn]

0

CT 25 o 10 15175 20 25 30 35 50
Concentragdo (ug.mL")

Como evidenciado pela Figura 20, os resultados da analise estatistica One-
way ANOVA, mostram auséncia de citotoxidade para as concentragfes entre 2,5
ug.mLt e 35 pg.mL?, com viabilidade celular acima de 70%. A reducdo da

viabilidade somente foi observada na maior concentracdo de NC/QZ testada
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(50 pg.mL1), na qual foi possivel observar uma diminuicdo de mais de 50%. Os
resultados obtidos demonstram que a NC/QZ apresenta compatibilidade no range de
concentracéo especificado, o qual ndo apresentou diminuicdo da viabilidade celular,
podendo ser utilizado em protocolos com aplicacdo biolégica e ensaios
subsequentes futuros para avaliacdo de atividade fotodindmica em modelos de

processo inflamatorio in vitro.

5.10 Inducéo do processo inflamatério em queratinécitos humanos com
aplicacdo de Terapia Fotodindmica e posterior Ensaio Imunoenzimético.

A inducgéo do processo inflamatorio foi desenvolvida como descrito na secao
4.13, com posterior analise através do ensaio imunoenzimético — ELISA, descrito na
secdo 4.14. Foram realizadas andlises estatisticas ap0s o ensaio, sendo o resultado

apresentado nas Figuras 23, 24 e 25.

Citocinas consistem em pequenas proteinas secretadas em cascata, pelas
células como resposta a um processo inflamatério, apresentando efeito nas
interagcbes e comunicacdo entre as células. No estudo desenvolvido foram
analisadas as seguintes citocinas pro-inflamatorias: Interleucina IL-1 (citocina proé-
inflamato6ria essencial na resposta inflamatoria e defesa das células, além de
exacerbar danos em doencas cronicas e lesbes agudas em tecidos (LOPEZ-
CASTEJON; BROUGH, 2011)); Interleucina IL-8 (quimiocina responséavel pelo
estimulo migratério de neutrofilos e outras células imunes para o local da inflamacao
(EL AYADI; HERNDON; FINNERTY, 2018), e também estimular a proliferacdo

celular dos queratindcitos (GILLIRTZER et al.,, 1991) e proteina quimiotatica de
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monocitos-1  MCP-1  (responsavel pela regulacdo da liberacdo de

monaocitos/macréfagos no local de inflamacdo (DESHMANE et al., 2009)

Figura 23. Ensaio imunoenzimatico ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) para andlise de
citocinas IL-1B8 em Queratinécitos Humanos (HaCaT — cell line service) sendo A = andlise 6h apos a
irradiacao e B = analise 24h apds irradiacdo, onde: CT = Controle; LPS = Lipopolissacarideo; LED =
dose de irradiacdo de 10 J.cm2; D1 = NE/QZ dose de irradiacdo de 1,0 J.cm-2; D2 = NE/QZ dose de
irradiacdo de 5J.cm?; D3 = NE/QZ dose de irradiacdo de 10 J.cm?; CF= Controle de formulacéo
(NE/QZ 15ug.mL-1). A significancia estatistica foi determinada através do teste de andlise de variancia
One-way ANOVA, com 95% de significancia, seguido de post hoc test Dunnett 's.
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Figura 24. Ensaio imunoenzimatico ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) para andlise de
citocinas IL-8 em Queratinécitos Humanos (HaCaT — cell line service) sendo A= analise 6h apo6s a
irradiacdo e B = andlise 24h apds irradiacdo, onde: CT= Controle; LPS = Lipopolissacarideo; LED =
dose de irradiacdo de 10 J.cm?; D1 = NE/QZ dose de irradiacdo de 1,0 J.cm-?; D2 = NE/QZ dose de
irradiacdo de 5 J.cm?; D3 = NE/QZ dose de irradiacdo de 10 J.cm?; CF = Controle de formulacdo
(NE/QZ 15ug.mL1). A significancia estatistica foi determinada através do teste de andlise de variancia
One-way ANOVA, com 95% de significancia, seguido do post hoc test Dunnett 's.
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Figura 25. Ensaio imunoenzimatico ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) para analise de
Proteina quimiotatica de mondcitos 1 - MCP1 Queratinécitos Humano (HaCaT — cell line service),
sendo A = analise 6h apo6s a irradiacéo e B = andlise 24h ap0ds irradiagdo, onde: CT= Controle; LPS =
Lipopolissacarideo; LED = dose de irradiagdo de 10 J.cm; D1 = NE/QZ dose de irradiagdo de 1,0
J.cm?; D2 = NE/QZ dose de irradiagdo de 5 J.cm?; D3 = NE/QZ dose de irradiagao de 10 J.cm?; CF
= Controle de formulagdo (NE/QZ 15ug.mL1). A significancia estatistica foi determinada através do
teste de andlise de variancia One-way ANOVA, com 95% de significancia, seguido do post hoc test

Dunnett 's.
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Através da andlise das Figuras 23, 24 e 25 é possivel observar a inducéo do
processo inflamatério, onde as células HaCaT induzidas atravées de LPS,
expressaram a produgdo de citocinas IL-1B, IL-8 e MCPL1. E relevante destacar que
em todos os resultados apresentados, € possivel observar niveis altos da expressao
de citocinas no controle denominado “LPS”, o qual possui apenas células HaCaT e
LPS, indicando assim, o desencadeamento do processo inflamatério in vitro. Com
relacdo ao efeito da TFD, observa-se que a terapia apresentou efeito positivo
comparado com os LED e a formulagéo, evidenciando o efeito sinérgico entre o uso

da nanotecnologia e da aplicacdo do LED.
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6. DISCUSSAO

A determinacdo dos parametros fisico-quimicos € extremamente importante,
descrevendo o nanomaterial e avaliando o seu comportamento quando inserido em
ambiente biolégico. O tamanho das particulas, o indice de polidispersidade e o
potencial Zeta sdo andlises fundamentais que descrevem as nanoparticulas
(VARENNE et al, 2017). Estes parametros, associados ao indice de
polidispersidade (Pdl) indicam a estabilidade dos nanomateriais que é concebida a
partir de um melhor desempenho em comparagdo com 0s macromateriais aplicados
em uso biolégico (SOUTO et al, 2022). A estabilidade de sistemas
nanoencapsulados € fundamental para aplicagbes bem direcionadas, sendo a
estabilidade cinética relacionada diretamente com a manutencao dessa propriedade
ao longo do tempo. Alguns fendmenos fisico-quimicos podem afetar a estabilidade,
como a separacao gravitacional, floculagdo, coalescéncia e amadurecimento de
Oswald, sendo que todos séo influenciados pela energia livre positiva presenta na
interface (fase aquosa e oleosa), uma vez que o sistema € considerado dinamico, as

goticulas colidem frequentemente desencadeando a instabilidade (DE CARLI, 2017).

Caracteristicas como o0 tamanho de particula sdo essenciais para o
desenvolvimento de nanomateriais efetivos para aplicacao topica, considerando a
permeacdo cutanea (SOUTO et al., 2022). Particulas com tamanho em nanoescala
tendem a penetrar de forma facilitada através da pele, alcancando a circulacéo
sistémica (GHASEMIYEH; MOHAMMADI-SAMANI, 2020). Os resultados destas
analises mostraram que as formulagbes poliméricas (NC/QZ e QZ/Vazia)
apresentam os parametros fisico-quimicos desejados, com um tamanho de particula

submicrénico, 0 que tende a facilitar a permeacédo da particula dentro do tecido. A
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analise do potencial Zeta mostra uma superficie carregada negativamente, com
valores estaveis dentro do periodo de analise. A carga superficial é resultado dos
grupos ionizaveis a partir de fosfolipidios e acidos graxos livres, os quais podem
causar a carga negativa de um revestimento superficial (SIQUEIRA-MOURA et al.,
2013). O resultado obtido através da analise de MFA apresentou o perfil topografico
das nanocéapsulas desenvolvidas, as quais apresentam auséncia de deformacdes na
superficie, indicando uma particula homogénea e formada apenas pelo PLGA, o
qual recobre a nanocapsula. Ainda, a imagem evidenciou um tamanho de particula
com excelente correlagdo com os tamanhos hidrodinamicos obtidos pela técnica do

DLS, como também indicado em estudos realizados por Dols-Perez et al.(2023).

A andlise de FTIR demonstrou a presenca de grupos funcionais
caracteristicos da Quinizarina e do poli (L-acido lactico-co-acido glicélico) — PLGA,
destacando a presenca desses grupos apos a associacdo do ativo ao hanomaterial,
podendo afirmar que ndo houve mudancas significativas. Os resultados da emissao
e absorcdo de fluorescéncia mostram a auséncia de alteracbes nas propriedades
espectroscopicas do estado estacionario da QZ quando comparado a forma livre e
nanoencapsulada, mantendo o espectro de emissdo com 0 maximo a 568 nm, com
excitacdo fixa a 470 nm e o perfil de absor¢cdo maxima a 477 nm. Portanto, o
processo de nanoencapsulagdo nao alterou este perfil espectral do
fotossensibilizador, sendo assim, QZ e NC/QZ podem ser aplicados em protocolos
de TFD (AMANTINO et al.,, 2020). Através do desenvolvimento da curva de
correlacdo, foi possivel obter um coeficiente de determinacéo satisfatério R? = 1,
sendo possivel a quantificacdo da concentracdo real de QZ associada a
nanocapsula, com valor de 99,02% de teor total, indicando uma alta eficiéncia no

desenvolvimento da nanocapsula, sendo um fator crucial para o delineamento dos
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ensaios subsequentes in vitro, 0s quais necessitam da concentracdo real do ativo
para a definicdo das concentracbes a serem testadas para a internalizacdo e
citotoxicidade. Gobo et al., (2022) realizou estudos com nanocapsulas incorporadas
em um sistema spray-dryer utilizando a Quinizarina como core do sistema
desenvolvido. Foram encontrados resultados altamente favoraveis e em
concordancia com o apresentado, onde os autores também nao observaram
alteracdes no perfil da molécula pds encapsulacdo, com elevada taxa de associacao

(72,3%), o0 que € satisfatorio para os estudos subsequentes in vitro.

Os testes in vitro permitem analises prévias da citotoxicidade do
medicamento, precedendo estudos in vivo (REZENDE et al., 2019). Além disso,
esses resultados sdo fundamentais em estudos de TFD para assegurar que a morte
celular € causada por processos fotodinamicos e nao pela citotoxicidade do
composto ou formulacdo, determinando uma concentracdo ideal para utilizacao
(AMANTINO et al., 2020). Os resultados obtidos com a linhagem de células NIH/3T3
mostraram uma auséncia de citotoxicidade para o NC/Vazia (50% v/v), nas
concentragdes de 2,5, 5 e 15 ug.mL* de NC/QZ e QZ livre (50 e 70 ug.mL?), sendo
a concentracdo de 15ug.mL determinada como limiar de seguranca. Os resultados
de analise estatistica obtidos com a linhagem de células HaCaT apontaram reducéo
da viabilidade apenas na concentragdo de 50 pg.mL' da NC/QZ. Portanto, nas
concentragdes nas quais nado foi observado a diminuicdo da viabilidade atraves dos
resultados de analise estatistica € possivel afirmar a existéncia de
biocompatibilidade, fornecendo suporte para o0 desenvolvimento de estudos

sequenciais de aplicacao biologica e avaliacdo do uso da TFD in vitro.
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Os processos de permeacao e internalizacdo celular sdo influenciados por
diversas variaveis, como o tamanho do nanomaterial escolhido, sua concentracao,
forma farmacéutica, caracteristicas da superficie e sua estrutura interna (HUERTA-
GARCIA, et al., 2015). As maiores limitacbes envolvidas no desenvolvimento de
farmacos para aplicacéo tépica e transdérmica consiste na barreira de permeacéo,
proporcionada pelo estrato corneo da pele, composta por camadas rigidas ricas em
queratina e matriz intercelular lipidica, a qual influencia diretamente no resultado
terapéutico (BATHEJA et al., 2011; BARBOSA, et al., 2019). Barbosa et al. 2019
analisou a permeacdo de nanoparticulas de fucoidan e quitosana carregadas com
metotrexato, medicamento comercializado para o tratamento de doencas dérmicas
inflamatorias, como artrite reumatoide de psoriase. Foi utilizado como modelo in vitro
a pele da orelha de porco, devido a semelhanca morfolégica e funcional quando
comparada a pele humana. Os resultados obtidos evidenciaram elevada permeacéao
das nanoparticulas, 3,3x maior, quando comparado ao medicamento livre,
evidenciando as propriedades benéficas do nanomaterial desenvolvido. Casarini et
al., 2021 observou a permeacdo nanoparticulas poliméricas encapsuladas com
floretina, flavonéide com propriedades antioxidantes e antinflamatérias incorporadas
em hidrogel, sendo o modelo de barreira de permeacao in vitro escolhido a pele de
orelha de porco. Neste trabalho os resultados evidenciaram a presencga de floretina
em todas as camadas da pele analisadas (estrato corneo, epiderme e derme), sendo
gque o sistema nanoparticulado apresentou maior permeacao, alcancando uma
permeacao profunda e eficaz, seguido por liberagéo controlada do ativo. Grillo et al.,
2019 investigou a permeacdo de nanoparticulas poliméricas carregadas com
benzocaina e incorporadas em hidrogel, utilizando como modelo de barreira uma

membrana sintética de pele (Strat-M ®), a qual € composta por multiplas camadas
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de poliéster sulfona e poros produzidos com lipideos sintéticos, apresentando
morfologia semelhante a da pele humana. Foi observado um perfil de retencdo das
nanocapsulas incorporadas ao hidrogel, nas primeiras camadas da membrana, a
qual acaba por mimetizar somente epiderme e a derme, evidenciando a importancia
na escolha do modelo experimental in vitro, além das caracteristicas do nanomaterial
qgue influencial diretamente na permeacédo, como o tamanho de particula e a sua

composicao.

O estudo de permeacao desenvolvido utilizou como modelo de barreira uma
matriz extracelular utilizada para impresséo de equivalente de pele 3D e a pele de
porco. A matriz extracelular foi desenvolvida através da técnica de manufatura por
adicdo (suspended layer additive manufacture), no qual foi utilizado o Computer-
aided design (CAD) para a criacdo do design das trés camadas. A composicao do
bioink consistiu em uma mistura de pectina, a qual é semelhante aos polissacarideos
encontrados na MEC nativa, com colageno, mimetizando a composicdo da pele
(MOAKES et al., 2021). Através dos resultados apresentados, foi possivel observar
pela analise de fluorescéncia a presenca da NC/QZ em toda a sessao transversal
dos modelos apresentados, evidenciando alta taxa permeacdo do farmaco
nanoestruturado. Ainda, considerando a estrutura da pele em doencas inflamatorias
como a psoriase, onde a hiperproliferacdo dos queratinécitos e 0 processo
inflamatorio tornam a pele rigida e impermeavel, a utilizacdo de nanoparticulas
poliméricas proporciona elevada aplicacdo, uma vez que promovem maior

biodisponibilidade e permeabilidade no estrato corneo da pele (AZIZ et al., 2023).

No ensaio de uptake celular desenvolvido foi possivel observar uma

internalizacao elevada no tempo de 24h para a QZ e NC/QZ quando comparado com
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0s outros tempos analisados, baseando-se nos tempos de incubacdo sugeridos nas
normas internacionais ISO 10993-5 para ensaios de citotoxicidade de nanomateriais.
Foram analisados ainda, os tempos de 3h e 6h de internalizacdo, onde ndo foram
observadas diferencas estatisticas significantes entre ambos. A NC/QZ mostrou um
teor elevado de internalizacdo quando comparado com a QZ livre, cerca de 9x maior,
evidenciando uma das principais caracteristicas da nanotecnologia, onde pode-se
afirmar que a nanoencapsulacdo possibilitou uma maior internalizacdo celular,
proporcionando acdo direcionada e biodisponibilidade, demonstrando o papel
altamente importante da Nanomedicina, onde foi possivel observar uma acao

melhorada do ativo (QZ) em sua forma nanoencapsulada (NC/Q2Z).

Uma vez desencadeado o processo inflamatério in vitro, os mediadores
inflamatoérios iniciam a producdo de citocinas, os quais desempenham papéis
fundamentais na resposta inflamatoéria (YANG et al., 2022). Mufioz-mata et al. 2022
relatou os efeitos das citocinas em pacientes HIV positivos utilizando a TFD como
método terapéutico combinado, onde € observado o aumento de citocinas pro-
inflamatoérias (IL-6, IL-8) ressaltando que a acdo da TFD apresenta trés fases:
geracdo de radicais livres de oxigénio que destroem o tumor; expressdo de danos
endoteliais locais no tumor para estimular a resposta imunitaria e 0s mecanismos
antitumoral, assim, pacientes que respondem a TFD tiveram seus niveis de citocinas
IL-6 e IL-8 aumentados. Algo similar foi encontrado por Suéarez-valladares et al.
2018, onde os niveis de citocina IL-13, IL-8 e IL-6 aumentaram em pacientes
contendo cancer basocelular, sendo um padrédo de resposta imunoldgica diferente
do encontrado para outras citocinas analisadas (IL-10, TNF-a). Ambos os estudos
podem apresentar embasamento para explicar o perfil apresentado nas Figuras 24 e

25 respectivamente, onde com o tempo de 6h apos a irradiagdo ocorre 0 aumento



67

da expressdo das citocinas e apos 24h da irradiacdo ja € possivel observar a

diminuicao nos niveis expressos, demonstrando o mecanismo anti-inflamatério.

Akram et al. 2016 analisou o efeito da TFD e da Laserterapia em doengas
periodontais, sendo que em ambos os tratamentos foi observado uma melhora no
nivel de citocinas. Segundo o autor, a melhora teria influéncia direta da acdo da TFD
e da Laserterapia na reducdo dos patdgenos encontrados na doenca estudada.
Ainda, parametros relacionados a TFD e Laserterapia, como densidade de energia,
fluéncia, poténcia, irradiancia, duracdo da aplicagdo e o comprimento de onda

utilizado podem exercer influéncia direta nos estudos.

Lembo et al. 2013 analisou amostras de sangue de pacientes com psoriase,
avaliando a presenca da proteina quimiotatica de mondcitos-1 MCP1, onde foi
observado o aumento da expressdo (localmente e sistematicamente), sendo o
MCP1 um potencial marcador inflamatério em pacientes com psoriase. Klaus et al.
2021 observou em seus estudos 0s niveis de citocinas, especialmente os niveis de
MCP1 em casos de esquizofrenia. Os niveis de TNFa, ICAM1, e MCP1 foram
elevados em pacientes doentes, quando comparado com pacientes normais. Tal
acontecimento pode ser explicado pelo fato de que a quimiocina MCP1 recruta
células imunes ao local de inflamacdo. O estudo avaliou a acdo da TFD e da
Laserterapia evidenciando os perfis descritos pela literatura, onde inicialmente
ocorre um aumento na expressdo de citocinas, seguido pela diminuicdo e
consequente evidéncia da terapia aplicada. Ainda, a TFD se mostrou mais eficaz na
diminuicdo da expresséo de citocinas, 24h apods a irradiagdo, quando comparado a

acdo somente do Laser (efeito laser terapéutico).
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Na analise das citocinas IL-1B e IL-8, apds 24h de irradiacdo, € possivel
observar que a formulacdo ndo exerce qualquer influéncia no nivel de citocinas,
evidenciando ainda mais a hipotese de que a associacdo do fotossensibilizador com

a acao do Laser se mostra mais eficaz (efeito fotodinamico).

Com relacdo as doses de energia utilizadas, os resultados variaram
dependendo da citocina analisada em relacdo ao tempo observado. IL-13, 6h apds a
irradiacao, quase nao apresentou diferenga entre as doses analisadas. No entanto, a
D1 possuiu uma reducédo consideravel na expressao de citocinas apos 24h. IL-8, 6h
apos, D2 e D3 apresentaram diferencas significativas quando comparadas ao
controle. ApGs 24h, D1 possuiu a diferenga mais significativa do grupo. MCP1 em 6h
apos a irradiacao ndo apresentou qualquer diferenca entre as doses. Contudo, ap6s

24h, D1 e D3 apresentaram reducao na expressao desta citocina.

Portanto, é possivel concluir o desenvolvimento e padronizacédo do ensaio de
inducao do processo inflamatdrio in vitro em células HaCaT através do LPS. Ainda, a
TFD se mostrou com maior potencial comparando-se com a laser terapia (somente
uso do laser) e a formulacdo aplicada NC/QZ sem qualquer irradiacao.
Considerando esses aspectos, 0s resultados sdo promissores para um futuro
tratamento da psoriase e doencas inflamatérias de pele empregando-se a TFD, uma
vez que as citocinas analisadas estdo ligadas diretamente ao processo inflamatorio

de doencas autoimunes e inflamatorias, incluindo a psoriase.
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7. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que foi possivel o desenvolvimento
de uma nanocapsula predominantemente monodispersa e inovadora, para
associacao do derivado de antraquinona, Quinizarina, com caracteristicas fotofisicas
e biolégicas de interesse. O sistema apresentou particulas submicronicas,
homogéneas e estabilidade no tempo de analise. Estudos espectroscopicos
mostraram que a hanoencapsulacdo da QZ ndo levou a alteracbes nas
caracteristicas fotofisicas do FS em comparac¢éo com a QZ livre, podendo prosseguir
com testes posteriores de TFD. A quantificacdo realizada evidenciou uma elevada
taxa de incorporacdo de QZ na nanoestrutura, mostrando uma incorporagao
altamente efetiva do fotossensibilizador. O ensaio de viabilidade celular
desenvolvido com linhagem de células NIH/3T3 e HaCaT ndo mostrou citotoxicidade
nas concentracdes mais baixas de NC/QZ. A nanocapsulas em sua forma vazia
(NC/Vazia) e a QZ livre ndo apresentaram citotoxicidade nas concentracdes
testadas. Os estudos e permeacédo e uptake celular evidenciaram a permeacgéo da
NC/QZ em modelos similares a pele e a incorporacdo e internalizacéo intracelular do
farmaco, respectivamente, potencializando a sua acdo na técnica do drug delivery. O
processo inflamatorio in vitro foi devidamente desenvolvido, com posterior aplicagao
da TFD e andlise imuno-enzimatica, no qual foi possivel observar efeitos
representativos da TFD quando comparado com a acédo do laser e das NC/QZ
isoladamente, apresentando resultados altamente favoraveis na utilizacdo do

modelo desenvolvido para inducdo do processo inflamatorio in vitro e da utilizacdo
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do nanomaterial sintetizado , unido a TFD, representando assim uma possivel nova

abordagem terapéutica para doencas autoimunes, como a psoriase.
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