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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 fotodindmica, 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 fungica 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 deteccao

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

ﬁwﬁﬂijo Passos Emrgeﬁyfa


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 Concentracgéao total do principio ativo na formulagéo
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 afa 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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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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