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RESUMO

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

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

Espectroscopia.



ABSTACT

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

Key words: biotechnological dyes.  Nanocapsules.  Photochemistry.  Photophysic.
Spectroscopy.
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1. INTRODUCAO

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

O mecanismo da TFD consiste basicamente na aplicacdo de uma molécula fotossensivel
chamada de fotossensibilizador, seguida de irradiacdo, em um comprimento de onda
especifico, com absorcdo de energia desencadeando uma série de reacGes fotoquimicas que
levam a producdo de radicais livres, destacando-se 0 oxigénio singleto (102) e espécies
reativas de oxigénio (EROS) que levam a destruicdo do tecido alvo (LI etal., 2017a).

Os fotossensibilizadores sdo corantes (naturais ou sintéticos), capazes de absorverem
luz em um comprimento de onda especifico, desencadeando uma serie de reacdes que
resultam na producdo de 'O2 e EROS (KWIATKOWSKI et al., 2018). Neste contexto,
destacam-se as antraquinonas, uma classe de corantes naturais que possuem a capacidade de
absorverem luz, e de produzir essas espécies reativas de oxigénio (MONTOYA et al., 2005).

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

postura industrial diante nos novos marcos regulatorios para questdes ambientais fez com que

15



0s corantes naturais ganhassem interesse novamente, obviamente por possuirem certas
vantagens, e principalmente por serem sustentaveis e renovaveis, resultando em impacto
ambiental minimo (SHAHID etal., 2013).

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

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

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

A nanotecnologia se consolidou como uma mudanca revolucionaria ja& de ambito

industrial, trazendo uma nova compreensdo e perspectivas para 0 campo das ciéncias da vida,
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mudando as formas de diagnosticos e tratamento de doengas, producdo de alimentos e
biomateriais com aplicacdo farmacéutica (HOLBAN, 2018).

Existe uma grande variedade de tipos de nanomaterias, podendo destacar as
nanoparticulas poliméricas (nanoesferas e nanocapsulas), nanoparticulas lipidicas sélidas,
sistemas lipidicos nanoestruturados, lipossomas, micelas poliméricas e dendrimeros. Dentre
estes as nanoemulsdes (NE) e nanocapsulas (NC) ganham muito destaque, devido a
caracteristicas Unicas que estas classes de nanomateriais possuem, conferindo assim vantagens
obtidas por suas propriedades fisicas e quimicas avancadas, as quais Ihe conferem estabilidade
fisico-quimica ampliada, biocompatibilidade, e modulagcdo da liberacdo de ativos de forma
controlada e sustentada em fungdo do tempo (CHATTERJEE; FONG; FUKUHARA, 2008;
HAMIDI; AZADI; RAFIEI, 2008; KIRILOV et al., 2008; KONAN; GURNY; ALLEMANN,
2002).

Neste contexto este trabalho teve o0 objetivo de desenvolver e caracterizar
nanoestruturas  poliméricas, contendo um novo derivado de antraquinona obtivo via
bioprocessos, afim de um novo fotossensibilizador nanoestruturado para aplicacdo em terapia
fotodindmica, bem com fornecer subsidios para outras aplicacbes como corante

biotecnologico nanoestruturado.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. TERAPIA FOTODINAMICA E FOTOPROCESSOS

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

O mecanismo simplificado de acdo da TFD baseia-se na producdo de oxigénio singleto
(102) e espécies reativas de oxigénio (EROS), partindo-se da administracdo de um composto
denominado fotossensibilizador (FS) que poder ser por aplicacdo local ou sistémica, e em
sequida se faz a irradiacdo wusando um laser de comprimento de onda especifico,
desencadeando uma série de reacOes fotoquimicas que levam & producdo de oxigénio singleto
e espécies reativas de oxigénio que levam a destruicdo do tecido alvo pela combinacdo de
mecanismos apoptdticos e/ou necroticos (ALLISON e MOGHISSI, 2013).

2.1.1. MECANISMOS DA TFD E FOTOPROCESSOS

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

Apoés internalizagdo celular do FS, inicia-se 0 processo de irradiagdo com laser em
comprimento de onda na regido onde o FS absorve maior energia, com isso 0 FS sai do seu
estado fundamental (S°) de menor energia e passa a popular os estados singletos (S! - S") de
maior energia, entdo essa parte dessa energia pode ser utilizada para retornar ao estado S° via
processo de relaxagdo fisica conhecido como conversdo interna ou atraves de processos
radiativos, como o de emissdo de fluorescéncia (Figura 1). No entanto parte da energia pode

ser transferida pelo mecanismo de conversdo inter-sistema, onde o FS passa dos estados
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excitados S!/S" e ocupa o estado tripleto excitado tripleto (T!) de menor energia que também
pode retornar diretamente ao S° pelo processo de conversdo interna ou através do processo
radiativo de emissdo de fosforescéncia, ou desencadear uma série de interacdes fotoquimicas
gue dao origem a dois mecanismos fotodindmicos conhecidos (Tipo | e IlI) (FOOTE,1991,
KWIATKOWSKI et al 2018).

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

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

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

2.2. ANTRAQUINONAS

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

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

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

disponibilizadas como medicamento.
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Tabela 1 - Antraquinonas Comercializadas

o ) Fontes de Rota de
Nome Indicagéo Nome comercial B . N
obtencédo administracao
Natural

Daunorrubicina  Antineoplasico

Doxorrubicina  Antineoplasico

Valrubicina Antineoplasico
Antineoplasico,

Mitoxantrona  Esclerose
multip la

Pixantrone Antineoplasico

Cerubidina,

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

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

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

Valstar®, Valtaxin®

Novantrone®,

Ralenova®

Pixuvri®

(bactérias, por
exemplo,
Streptomyces
sp.)
Biossintese Intravenoso
combinatoria
(engenharia
genética,
deformacao
melhoria)
Natural
(bactérias, por
exemplo,
Streptomyces
sp.)
Biossintese Intravenoso
combinatoria

(engenharia

genética,

deformacdo

melhoria)

Instilacdo
intravesical

Semissintética na

bexiga
Intravenoso

Sintética

Sintética Intravenoso

Fonte: adaptado de MALIK e MULLER 2016
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As antraquinonas possuem potencial para utilizagdo em protocolos que utilizam terapia
fotodindmica, sua estrutura é formada por anéis aromaticos, que possuem capacidade de
absorcdo de luz e subsequente producdo de oxigénio singleto e espécies reativas de 0Xigénio
(MONTOYA et al, 2005). Uma das desvantagens que inviabiliza o uso das antraquinonas
para fins terapéuticos é a baixa solubilidade em meio aquoso, 0 que leva a uma falta de
seletividade e entrega inespecifica em tecidos alvos, com isso a nanoencapsulacdo se torna
uma ferramenta bastante vantajosa (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; LI et al.,
2017b; BIRHANU et al., 2017).

Embora as propriedades fotoquimicas das antraquinonas sejam bem definidas, poucos
estudos sdo encontrados usando as antraquinonas combinadas a nanotecnologia para aplicacdo
na TFD. Com isso se torna muito interessante o estudo de fotoatividade das antraquinonas
para 0 desenvolvimento de novos farmacos para aplicacdo na TFD (DE SOUZA OLIVEIRA
et al., 2016).

A nanoencapsulacdo de corantes ou pigmentos naturais tem como objetivo obter
algumas vantagens tais como, diminuir uma possivel toxicidade do ativo, aumento da
estabilidade, reducdo da fotodegradacdo, além de promover a solubilidade em meios
bioldgicos, biocompatibilidade, biodistribuicdo adequada e seletividade para tecidos alvos,
considerando que nanomateriais possuem um tamanho reduzido, o que resulta em um
aumento considerdvel na éarea superficial, e por consequéncia, promocdo de algumas
vantagens, como um aumento na sua eficiéncia de coloracdo e também potencializar 0s
efeitos terapéuticos no ativo (ASSUNCAO et al., 2014; BIRHANU et al., 2017).

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

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

A encapsulacdo de muitos outros derivados de antraquinonas é alvo de estudos, e
quase sempre com 0 mesmo proposito: melhorar sua biodisponibilidade, sua solubilidade e
diminuir  possiveis efeitos citotoxicos (JEEVITHA; AMARNATH, 2013; UNSAL;
AYDOGAN, 2013; DE SOUZA OLIVEIRA et al, 2016; LI et al, 2017b; KAYANI,;
FIRUZI; BORDBAR, 2018).

2.3. NANOTECNOLOGIA E SISTEMAS NANOCARREADORES

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

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

Nas formas de administragio convencionais (aplicacdo intravenosa, oral,
microparticulas, etc.) leva-se ao aumento da concentracdo plasméatica do farmaco, até atingir
um pico maximo, podendo ultrapassar os limites aceitaveis, atingindo-se niveis toxicos e,
posteriormente, resultando em um declinio repentino para concentracdes inferiores a faixa

terapéutica. Devido ao fato dos niveis plasmaticos do farmaco serem dependentes das doses
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administradas, esse processo pode ser problematico se a concentracdo inicial estiver préxima
a toxica, ou proxima a faixa onde ela ¢ ineficaz (PRIMO, 2009; KESHARWANI et al., 2018).

Neste contexto, um dos principais objetivos dos sistemas nanoestruturados para
liberacdo de farmacos, € o de manter constante a concentracdo plasmatica do farmaco,
partindo-se de uma dosagem fixa, diminuindo assim a oscilacdo da concentracdo plasmatica
ocasionada pelas administracdes convencionais (Figura 3) (PRIMO, 2009; KOHRS et al,
2018).

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

sustentada, (mm) terapia convencional.
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Fonte: Adaptado de PRIMO, 2009.

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

Os nanocarreadores poliméricos (Figura 4) se destacam dentre os diferentes tipos de
nanomateriais, pois possuem estabilidade fisico-quimica ampliada, tamanho submicrémico,
resisténcia mecanica, porosidade, possibilidade de modulacdo da carga superficial e
funcionalizacdo de superficie, podendo assim atender as necessidades de diversas aplicacdes,
além de que podem ser obtidos por diversos processos, tais como emulsificacdo esponténea e

deposicdo polimérica interfacial, pela combinacdo de copolimeros e diferentes o6leos,
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merecendo destaque as nanoesferas, nanocdpsulas, nanoemulsdo, micelas poliméricas e
dendrimeros (TANG etal., 2016, VENDITTI etal., 2017).

Figura 4 -Principais materiais nanoestruturados poliméricos utilizados para aplicacéo

biologica.

Micela

Nanomateriais
Poliméricos

Dendrimero

nanoesfera

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

nanocapsulas poliméricas, que serdo melhor apresentadas nas secdes seguintes.

2.3.1. NANOEMULSOES

As nanoemulsdes (NE) (Figura 5), ou também denominadas emulsGes submicronicas,
sdo sistemas coloidais estaveis, formados por dois ou mais liquidos imisciveis, onde um ¢é
denominado fase dispersa e o outro dispersante (KUMAR; DIVYA, 2015; PENGON et al.,
2018). As NE podem ser classificadas em trés principais tipos, dgua em 6leo, 6leo em &gua ou
sistemas multiplos (PRIMO, 2009; KUMAR; DIVYA, 2015; LEI, et al, 2018). Um processo
de emulsificacdo necessita de energia para que se inicie e ocorra completamente, essa energia

pode ser fornecida pelos métodos robustos (alta energia), no qual pode ser usado dispositivos
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mecanicos como 0s homogeneizadores de alta pressdo, ultrassdnicos; ou também pelos
métodos de baixa energia que utilizam componentes quimicos para o fornecimento de energia
para que O processo ocorra, como por exemplo os métodos por inversdo de fase ou
emulsificacdo sob acdo de catalise (COSTA, et al, 2012; DONSI; FERRARI, 2016;
KUMAR; MANDAL, 2018).

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

Oleo

Emulsificante

O/A nanoemulsio

Fonte: Adaptada de KUMAR e DIVYA, 2015.

Estes sistemas coloidais s&o emulsificados em condigdes especiais e bem controladas
de temperatura e pressdo, sendo amplamente utilizados nas industrias de alimentos, farmacos
e, principalmente de cosméticos (McCLEMENTS, 2012). As NE do tipo 6leo em é&gua,
possuem caracteristicas vantajosas como protecdo e liberacdo de componentes de baixa
solubilidade, como farmacos e compostos ativos lipofilicos de alto grau. Estes bioativos sdo
incorporados pela matriz ndcleo/oleosa, interagindo diretamente com o ambiente quimico
favordvel durante o processo de emulsificacdo e ampliacdo da interacdo interfacial do sistema
bifasico da mistura (MUNGURE, 2018).

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

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

Figura 6 - Esquema de nanocépsulas poliméricas: (a) farmaco dissolvido no nicleo oleoso

das nanocapsulas; b) farmaco adsorvido a parede polimérica das nanocapsulas.
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Fonte: Adaptado de ALCALA-ALCALA e QUINTANAR-GUERRERO, 2014.

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

O método de deposicdo interfacial do polimero pré-formado € o mais simples dentre

os trés métodos, o qual é composto por uma fase organica, que é constituida de um solvente
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ou uma mistura de solventes sollveis em &gua e de um polimero que pode ser de origem
natural, semissintético ou sintético. (FESSI etal., 1989; DOS SANTOS et al., 2016).

O método tem como base a dispersdo de um polimero biodegradavel, como por
exemplo, o poliacido glicdlico (PGA), policaprolactona (PCL), poliacido lactico (PLA), ou
seu copolimero poli-lactico-co-glicdlico (PLGA), natural ou sintético, de forma a obter um
produto de tamanho inferior a 500 nm (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010;
TANG et al, 2016). Além destes componentes, necessita-se de tensoativo, substancias
lipofilicas e os ativos que se deseja encapsular. O polimero e o ativo sdo previamente
dissolvidos na fase orgénica, vertidos sobre a fase aquosa, contendo o tensoativo. As
nanoparticulas se formam por difusdo do solvente, deposicdo do polimero nas goticulas e
posterior eliminacdo do solvente sob pressdo reduzida. A mistura da fase orgénica na aquosa
resuta na emulsificacdo espontanea, formando goticulas com recobrimento polimérico. Isso
acontece devido a instabilidade da interface Oleo/agua causada pela rapida difusdo do solvente
organico na fase aquosa, diminuindo de forma intensa a tensdo interfacial.
(DERAKHSHANDEH; ERFAN; DADASHZADEH, 2007; FESSI et al, 1989; MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar formulagdes nanoestruturadas poliméricas contendo um
corante biotecnologico derivado de antraquinona, e investigar o potencial de utilizacdo desta
formulagdo em Terapia Fotodindmica (TFD), bem como fornecer subsidios para outras

aplicacGes futuras como corante biotecnoldgico nanoestruturado.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar as caracteristicas fotofisicas do corante livre e nanoencapsulado;

e Desenvolver e caracterizar a formulagbes nanoestruturadas poliméricas contendo o
corante;

e Determinar parametros fisico-quimicos da formulacdo utilizando-se espectroscopia de
correlacdo de fotons (DLS);

e Determinar as caracteristicas de interacdo do corante na formulacdo e sua estabilidade
fisico - quimica;

e Determinas as caracteristicas morfoldgicas das formulagcdes utilizando-se microscopia
eletrdnica de alta resolucéo;

e Auvaliar o perfil de citotoxicidade e fotoatividade da formulagdo em cultura celular em

monocamada.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. MATERIAIS

Para preparo de todas as solucbes e formulagbes, foi utilizada agua ultrapura obtida do
sistema E-Pure Barnstead (Millipore, Cotia, Sdo Paulo). Para preparo das nanoemulsdes
foram utilizados os seguintes reagentes quimicos: fosfatidilcolina de soja - Lipoid S 100®
(Ludwigshafen, Alemanha), Pluronic F-68, oleo Edenor KS (Cosmoquimica, Sdo Paulo, SP),
para preparo das nanocépsulas foram utilizados: Pluronic F-68 e Kolliphor 188, dleo de soja
(Sigma-Aldrich co. St. Louis, MO, EUA), fosfatidilcolina de soja - Lipoid S100® (Lipid,
Ribeirdo Preto, SP) e poli (&cido lactico-co-glicdlico (PLGA) (Sigma-Aldrich). O CV
derivado de antraquinona foi fornecido apds a producdo por processo fermentativo e
purificado pelo grupo de pesquisa do Prof. Alberto Colli Badino, do Departamento de

Engenharia Quimica da UFSCar, campus de Sdo Carlos/SP, em colaboracdo com o Prof.
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Alvaro de Baptista Neto, do Departamento de Bioprocessos e Biotecnologia da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP. AlEm deste ativo foi empregado também
como principio ativo o fotossensibilizador sintético ftalocianina de cloro aluminio - CIAIPc
(Sigma  Aldrich). Foram utilizados como solventes organicos: acetona, acetonitrila,
dimetilsulfoxido, metanol, etanol, todos de grau analitico e sem tratamento prévio (Synth,
Diadema, S&o Paulo, Brasil).

Para os ensaios de viabilidade celular foram utilizadas linhagens de células NIH/3T3 -
ATCC® CRL-1658™, meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEN; Gibco BRL,
EUA) suplementado com 2,0 mmol.L-t de glutamina, 100 U.mt! de penicilina, 0,1 mg.mk! de
estreptomicina e 10% e soro fetal bovino (Cultlab, Campinas/Brasil), soro fetal bovino (SFB),
tampdo fosfato salino (PBS 1x, Sigma), tripsina (Gibco BRL, EUA).

4.2. PROTOCOLO DE PREPARO DE NANOEMULSAO CONTENDO
CORANTE VERMELHO

As NE foram preparadas pelo método descrito por Primo et al., (2011) (Figura 7) nas
concentragdes de 0,025 a 1,0 mg/ml de CV. As formulagdes foram preparadas com controle
de temperatura ajustada em 55 °C, em um sistema utilizando-se banho com aquecimento
acoplados em reatores encamisados com fundo cénico para tubos do tipo Falcon, de 50 ml,
sob agitacdo magnética.

A fosfatidilcolina de soja foi adicionada a 1,5% m/v, dissolvida diretamente em 9,0 ml
de acetona. Apds sua total dissolugdo foi adicionado um volume de 250 uL de 6leo Edenor
(ncleo oleoso da NE), a esta solucdo denominamos fase organica. O CV foi entdo, totalmente
dissolvido separadamente em acetona com ajuda de banho ultrassdnico e adicionado a fase
organica.

A fase organica foi entdo gotejada sob a solucdo aquosa contendo Pluronic F68
(1,25% mh), (agente emulsificante, responsavel pela estabilidade das NE) sob agitagdo
moderada e constante a 250 rpm/55°C. Apos o término do gotejamento houve a remocgédo do
solvente organico residual do meio por rotaevaporagdo a 55 °C até obtencdo do volume final
de 10 ml.
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Figura 7 -Esquema de Preparo Nanoemulsdes.
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4.3. PROTOCOLO DE PREPARO DA NANOCAPSULA POLIMERICA
CONTENDO CORANTE VERMELHO E FTALOCIANINA DE CLORO
ALUMINIO (CIAIPc)

As NC poliméricas foram preparadas usando o método de nanoprecipitacdo ou
deposicéo interfacial de polimero pré-formado como descrito por Fessi et al., em 1989 (Figura
8) e colaboradores, com modificacdes. Este método permite a formacdo espontanea de
goticulas nanométricas oleosas recobertas por uma membrana polimérica. Foram preparadas
nanocapsulas somente com CV (CV/NC), somente com a CIlAIPc (CIAIPc/NC) e
nanocapsulas com associacdo dos ativos (CV_CIAIPc/NC), na concentracdo de 0,1 mg/ml de
CV e 0,056 mg/ml de CIAIPc. O co-polimero PLGA 50:50 (0,75% m/v) e lecitina de soja
(fosfatidilcolina de soja) a 1,75% m/v, foram pesados e dissolvidos em 15 ml de acetona a
40 °C. O CV foi dissolvido separadamente, também em acetona com ajuda de banho
ultrassonico e adicionado a fase organica posterior a adicdo do 6leo de soja, sendo a CIAIPc
dissolvida separadamente nesta fase utilizando-se também banho ultrassénico.

A fase organica foi gotejada lentamente, sob a solucdo aquosa contendo Pluronic F-68
(1,25% m/v) em 30 ml de agua sob agitacdo moderada e constante (250 rpm) a 40°C. Apds 20
minutos, houve a remog¢do do solvente organico do meio por rotaevaporacdo 40 °C e rotacdo

de 225 rpm, até obten¢do de um volume final de 10 ml.
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Figure 8 -Esquema de Preparo das Nanocapsulas.
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4.4. CARACTERIZACAO DAS NANOEMULSOES E NANOCAPSULAS
4.4.1. DETERMINACAO DO TAMANHO DE PARTICULA E POTENCIAL
ZETA

Para a caracterizacdo fisico-quimica, foram realizadas andlises de tamanho de
particula (diametro hidrodindmico), indice de polidispersidade (IPd) e potencial Zeta (&) das
NE e NC, na auséncia e presenca do principio ativo. As analises foram realizadas seguindo-se
os procedimentos operacionais padrdes do equipamento Zetasizer®, da Malvern Instruments
cedido gentilmente pelo Prof. Dr. Rodrigo F. C. Marques do Departamento de Fisico-Quimica
do Instituto de Quimica de Araraquara - UNESP. As amostras foram preparadas diluindo-se
20 W de formulacdo em 2 m de agua ultrapura em cubeta de poliestireno de 10 mm para
analises de tamanho e IPd; e transferidas para células eletroliticas modelo DTS1060 da

Malvern Instruments para analises de potencial Zeta.
4.4.2. CARACTERIZACAO DE ESTABILIDADE ACELERADA DAS

FORMULACOES COM USO DO LUMISIZER

Os estudos de estabilidade acelerada foram realizados em uma centrifuga analitica
multi amostra LUMISizer® (LUM GmbH, Alemanha) (Figura 9). Foram adicionados 400 pl

das amostras, sem diluicdo prévia, em cubetas retangulares adequadas para o tipo de amostra
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com posicdo radial maxima de 129,5 mm (10 mm de percurso Optico) e exposto a uma forca
centrifuga sob 2616 xg durante 4,5 horas a 25°C, com base nos perfis de transmissao

registrados a cada 50 segundos.

Figura 9 - Representagdo do equipamento Lumisizer utilizado para nas medidas de
estabilidade acelerada das nanocapsulas. Fonte: DKSH Technology Pte Ltd - Copyright©
2016.
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4.43. ANALISE MORFOLOGICA POR MICROSCOPIA DE FORCA
ATOMICA (MFA)

A MFA possui capacidade de fornecer imagens tridimensionais em alta resolucéo,
diretamente da superficie topogréfica dos materiais em andlise, possuindo certas vantagens
metodoldgicas, como ndo sendo necessario 0 recobrimento com material condutor, além de
ndo necessitar de métodos especificos de preparacdo de amostras. Desta forma, a MFA possuli
caracteristicas que sdo muito Uteis para a caracterizacdo de materiais em escala nanométrica
(REGGENTE etal.,, 2015).

As imagens das NC em estudo foram obtidas a temperatura ambiente, sem a
necessidade de recobrimento da amostra, utilizando o equipamento Scanning Probe
Microscope modelo SPM-9600, da Shimadzu e software SPM Online, fornecido pela
Shimadzu do Laboratério de Microscopia de Forca Atdmica do Departamento de Quimica da
FFCLRP-USP. Em uma superficie de mica foi depositada uma gota (5,0 pL) das formulacGes
CVINC e CV_CIAIPc/NC, submetidas entdo a secagem natural. As imagens foram obtidas

pelo modo de contato intermitente, com cantilever de 124 pm de comprimento, operando em
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uma frequéncia de ressonancia no intervalo de 324-369 KHz, rigidez de 34-51 N/m e forca
constante. Os resultados dimensionais foram processados usando o software do programa. No

minimo dez imagens de cada amostra foram analisadas para garantir resultados reprodutiveis.

4.5. ESPECTROS DE ABSORCAO E EMISSAO DE FLUORESCENCIA NO
UV/VIS.

Os espectros de absorcdo e emissdo de fluorescéncia do CV e da CIAIPc em meio
homogéneo dimetil-sulfoxido (DMSO) das CV/NC, CV_CIAIPc/NC e CIAIPc/NC foram
obtidos como parte da caracterizagcdo espectroscopica. Os espectros foram obtidos utilizando-
se cubetas de quartzo com 1,0 cm de caminho Optico, para as analises de absorcdo foi
utilizado o espectrofotometro UV/Vis de feixe duplo Genesys 10s da Thermo Scientific.

Para as andlises de fluorescéncia das amostras contendo o CV livre e em NC (CV,
CVINC e CV_CIAIPc/NC) estabeleceu-se um protocolo com excitagdo fixa em 480 nm,
tempo de integracdo de 0,3 s, fendas de excitacdo e emissdo de 3,0/3,0 nm respectivamente e
faixa de aquisicdo de 490 a 600 nm. Para as andlises de fluorescéncia das amostras que
continham a associacdo com CIAIPc (ClAIPc, CV_CIAIPC/NC e CIAIPc/NC) foi utilizada
excitacdo fixa em 615 nm e tempo de integracdo de 0,3 s, fendas de excitagdo e emisséo de
3,0/3,0 nm respectivamente, e faixa de aquisicito de 630 a 700 nm, utilizando-se

espectrofluorimetro da Shimadzu modelo RF-6000.

4.6. CURVA ANALITICA: LINEARIDADE DO CORANTE VERMELHO

A linearidade de um método analitico é a capacidade de se obter resultados
experimentais diretamente proporcionais a concentracdo do analito. Com isso, as analises de
regressdo linear foram realizadas construindo um grafico de densidade Optica versus
concentracdo do corante em pg/ml.

Para construcdo da curva, foi preparado inicialmente uma solucdo estoque de
1,0 mg/ml do CV em DMSO. Para o preparo das solucbes de diferentes concentracdes foi
utilizado o método de diluicGes sucessivas, utilizando-se uma cubeta de quartzo com 1,0 cm
de caminho O6ptico, contendo 2,0 ml de DMSO, adicionando-se fracGes da solucdo estoque

com micro-seringas (Hamilton Co.) de 50 ul para se obter as concentracdes desejadas.
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46.1. QUANTIFICACAO DE CV E CIAIPc EM NANOCAPSULAS
POLIMERICAS

A CIAIPc presente nas formulacbes foi quantificada seguindo o método de
quantificacdo da ftalocianina de cloro-aluminio em nanocarreadores, descrito e validado por
Siqueira-Moura colaboradores (2010). Para o CV, foi utilizada a curva de correlagdo como
descrito na se¢do 4.6. Para isso foi necessario o rompimento das nanocapsulas evitando assim
interferéncia da camada polimérica e bicamada lipidica nos estudos espectroscopicos. Para
quantificacdo do CV nas CVINC e CV_CIAIPc/NC, inicialmente uma aliquota de NC (500
ul) foi adicionada a um baldo volumétrico de 5ml e completou-se até o menisco com DMSO.
A amostra foi sonicada por 10 min (Banho-Ultrassonico Bramson 1510), garantindo assim
total liberacdo do analito da formulacdo no solvente, apds a sonicacdo foi adicionado 2,0 ml
em uma cubeta de quartzo com caminho éptico de 1,0 cm e analisadas no espectrofotdmetro
como descrito na secdo 4.5 Para quantificar a CIAIPc nas formulagcbes, CV_CIAIPc/NC e
CIAIPc/NC, foi utilizado o protocolo descrito por Siqueira-Moura e colaboradores (2010), em
um microtubo foi adicionado 60 ul de NC e 60 ul de DMSO e sonicado por 10 mim
garantindo assim total liberacdo do analito da formulacdo no solvente, apds a sonicacdo foi
adicionado 120 pl da solugdo inicial e 2 ml de acetonitrila e analisadas no espectrofotometro

como descrito na secao 4.5

4.7. DETERMINACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO DO
CV E CIAIPc NAS NC

As quantidades dos ativos encapsulados foram determinadas através da quantidade ndo
incorporada, 0 método utilizado para essa separacdo foi o de ultrafitracdo e centrifugagdo.
Inicialmente a amostra foi adicionada a um tubo de ultrafitracdo de centrifuga (Millipore
Amicon®) de 30kda, o qual foi adiciona a uma centrifuga a 12.857xg durante 1 h, a 4°C. Ao

término de uma hora, o sobrenadante foi separado para analise em cubeta de quartzo.
A taxa de incorporagdo do corante foi calculada de acordo com a correlagdo direta
entre a quantidade de corante total e a concentracdo dosada, conforme apresentado na

Equacéo 1:

E.E. (%) = TPc — LPc 1)
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TPc x 100
Onde TPc representa a concentracdo total de corante na formulacdo e LPc a
concentracdo de corante presente no sobrenadante da amostra.
O corante foi quantificado pelos métodos espectro-analiticos utilizando a equacdo
obtida na curva de correlacdo apresentados na secdo 4.6, com as devidas correcdes das

diluices.

4.8. DETERMINACAO DO TEMPO DE VIDA DE FLUORESCENCIA

Para as medidas de tempos de vida de fluorescéncia foram medidas usando o Time-
resolved confocal fluorescence microscope modelo MT200 da PicoQuant, Inc. (Berlin,
Alemanha). A técnica utilizada para as medidas foi a Time-Tagged Time-Resolved (TTTR)
desenvolvida pela PicoQuant, que é uma variagdo do método classico de Time-Correlated
Single Photon Counting (TCSPC) (JAYME; CALORI; TEDESCO, 2016). Para todas as
formulagbes foi utilizada a excitacdo fixa na escala de picosegundos, empregando-se como
fonte de excitacdo um laser de diodo, direcionado por um espelho dicroico, z440bcm
AHF/Chroma (Berlin, Alemanha), para isso foram adicionados 30 pL das amostras em uma
laminula de vidro do aparelho e realizada as analises das seguintes amostras:
CV/IDMSO_ACN, CVINC, CV_CIAIPc/INC E CIAIPc/NC. Nestes ensaios foi utilizado
comprimento de onda fixo em 470 nm para excitagdo do CV e de 560 nm para a CIAIPc, tanto
na forma livre, como nanoencapsulados. A largura de pulso do laser foi menor que 70 ps e a
taxa média de repeticdo de 80 MHz A aquisicdo da fluorescéncia foi realizada depois de
passar por um filtro que bloqueia qualquer radiagéo de reflexdo e excitacdo (fitro de emisséo
e HQ460LP chroma, Berlin, Alemanha). Os ajustes dos dados foram realizados pelo software
SymPhoTime 64 da PicoQuant (Berlin, Alemanha) e sua inspecdo foi realizada pela avaliagéo

dos graficos dos residuos e do parametro estatistico y? (chi-quadrado).

4.9. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR: AVALIAC;AO DA ATIVIDADE
MITOCONDRIAL ATRAVES DO TESTE DEMTT

A citotoxidade das formulagcbes (CV/NC, CV_CIAIPc/NC) e do CV livre foram

avaliadas pelo teste fotocolorimétrico brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-

tetrazolio MTT, o qual consiste na determinacdo indireta da atividade mitocondrial celular em

condicfes in vitro pelo monitoramento da producdo do corante formazan, utilizando a

espectroscopia de absor¢cdo no UV-Vis (MOSMANN, 1983). O modelo bioldgico utilizado
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foi a linhagem comercial de fibroblastos de murino (NIH/3T3 - ATCC® CRL-1658). As
células NIH/3T3 - ATCC® CRL-1658™ foram cultivadas em estufa com 5% de (CO2, a
37°C) para suplementacdo das células utilizou-se meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEN; Gibco BRL, EUA) suplementado com 2,0 mmol.L? de glutamina, 100 U.mi! de
penicilina, 0,1 mg.mit de estreptomicina e 10% e soro fetal bovino (Cultlab,
Campinas/Brasil). Inicialmente as células foram cultivadas até atingirem a confluéncia, e
entdo, retiradas dos frascos de cultura utilizando tripsina, com subsequente centrifugacdo a
2500 rpm por 10 minutos. Em seguida, as células foram ressuspendidas em meio DMEN
suplementado. Os testes de contagens das celulas na cAmara de Neubauer foram feitos com
aliquotas de 100 pl desta suspensdo ao qual foram adicionados 100 ul de solucdo de Azul de
Tripan 0,4%, como descrito por Freshney em 1994. A contagem dentro da cémara foi
realizada em um microscopio Optico Axiovert 40 CFL (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) no
campo claro com uma objetiva de aumento de 10 X. Foram contadas apenas as células viaveis
(ndo coradas em azul). Para 0s ensaios in vitro de toxicidade foi padronizada uma
concentragdo celular de  5x 10° células/poco, as quais foram semeadas em placas de cultura
de 96 pocos. Apos contagem e plaqueamento das células, as placas foram incubadas a 37°C e
5% de CO:2 por 24 horas. Apoés esse periodo foi adicionado o CV nas proporgdes de 2,5%-
50%, CVINC nas proporgdes de 5%- 50%, CV_CIAIPc/NC nas proporgOes de2,5%-50%,
utilizando meio DMEN com 3% de soro fetal bovino (SFB) para as diluicbes. Como controle
utilizou-se um conjunto de 16 pocos contendo células sadias e sem adicdo da formulacdo de
NC. As células foram incubadas com as amostras por um periodo de 3 horas protegidos da
luz. Posteriormente, os meios foram retirados e substituidos por meio DMEN suplementado.
O ensaio de viabilidade celular usando (MTT) foi realizado conforme protocolos descritos por
Mosmann colaboradores (1983). Apo6s 24 h do tratamento das células com as formulagcdes em
estudo adicionou-se 170 pl de meio DMEN sem vermelho de fenol e sem suplementacdo bem
como 30 ul de solucdo de MTT (5 mg.mit) a cada pogo. As células foram re-incubadas por 4
h em estufa a 37°C e 5% de CO2, sendo por fim retirado o meio contendo MTT e adicionado
200 pl de 2-propanol para dissolver o produto obtido. As leituras espectrofotométricas dos
pocos foram realizadas em 560 nm com corre¢cdo de absor¢do basal em 690 nm em leitor de
microplacas Tecan Safire 1l (Tecan Group, Grodig, Austria). Os resultados foram
apresentados como porcentagem em relagdo ao controle calculados segundo a Equacdo (2), e

0 experimento realizado em triplicata:

Células viaveis(%) = (Absorbanciaamosra/ Absorbanciacontrote) X100 )
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4.10. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR USANDO METODO DA
RESAZURINA

Foram realizados ensaio de viabilidade celular utilizando o método da resazurina
(7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona 10-6xido, Sigma-Aldrich Co., MO, EUA) para avaliar a
citotoxidade das NC (Vazia/NC, CV/NC e CV_CIAIPc/NC). A resazurina € um corante azul,
0 qual é internalizado por células vidveis e metabolizado e reduzido a resorufina, que possui
coloracdo rosa que possui maximo de absorcdo em 570 nm e emissdo 590 nm e pode ser
quantificado por absor¢do ou fluorescéncia (JAYME et al, 2017). Nesse estudo, utilizou-se
também a espectroscopia de absorcdo para quantificar a quantidade de células viaveis. Para
isso foi empregado um leitor de microplacas Tecan Safire 11 (Tecan Group, Grodig, Austria).

O modelo biolégico utilizado foi linhagens comerciais de fibroblasto de murino
(NIH/3T3 - ATCC® CRL-1658). As células NIH/3T3 foram cultivadas em estufa com 5% de
(CO2, a 37°C). Inicialmente as células foram cultivadas até atingirem a confluéncia, e entdo,
retiradas dos frascos de cultura utilizando tripsina, com subsequente centrifugacdo a 2500 rpm
por 10 minutos. Em seguida, as células foram ressuspendidas em meio DMEN suplementado.
Os testes de contagens das células na camara de Neubauer foram feitos com aliquotas de 100
ul desta suspensdo ao qual foram adicionados 100 ul de solu¢cdo de Azul de Tripan 0,4%,
como descrito por Freshney (1994). A contagem dentro da cémara foi realizada em um
microscopio Optico Axiovert 40 CFL (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) no campo claro com
uma objetiva de aumento de 10 X. Foram contadas apenas as células vidveis (ndo coradas em
azul). Para os ensaios in vitro de toxicidade foi padronizada uma concentracdo celular de 5x
103 células/poco, as quais foram semeadas em placas de cultura de 96 pocos e incubadas por
24 horas. Ap6s 24 horas da incubacdo adicionou as CV/NC e CV_CIAIPc/NC nas proporcdes
de 5%, 15%, 25% e 50%, utilizando meio DMEN com 3% de SFB para as diluicbes. Como
controle utilizou-se um conjunto de 16 pocos contendo células sadias e sem adicdo da
formulacdo de NC, para avaliar a citotoxidade das NC sem ativo (Vazia/NC) utilizou-se um
conjunto de 16 pogos contendo células sadias e adicdo da formulagdo de Vazia/NC na
proporcdo de 50%. As células foram incubadas com as amostras por um periodo de 4 horas
protegidos da luz. Posteriormente, os meios foram retirados e substituidos por meio DMEN
suplementado. Apo6s 24 horas. O ensaio de viabilidade celular com resazurina foi realizado
baseado no protocolo descrito por Jayme e colaboradores (2017). Inicialmente foi necessario

realizar a padronizacdo para o tempo de incubacdo da resazurina, para isso foi utilizado uma
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placa de 24 pogo. As células NIH/3T3 foram contadas e plaqueadas na densidade de 5,0x103
células por poco. Apds 24 horas de incubacdo, foram adicionados 200 pL de uma solucéo de
resazurina (25 pg/ml em DMEM sem fenol vermelho) e 1,8 ml de do mesmo meio, apds 3
horas de incubagdo foi retira uma aliquota do sobrenadante de um pogo e realizada a leitura
em espectrofotometro de absorcéo, a placa continuou incubada e repetida a leitura no tempo
de 4 e 5 horas de incubacdo, afim de avaliar o melhor tempo para a internalizacdo da
rezasurina nas células NIH/3T3, o melhor tempo de incubacédo foi de 4 horas. Apos 24 horas
do tratamento das células com as formulagcbes em estudo adicionou-se 20 L de solucdo de
resazurina (25 pg/ml em DMEM sem fenol vermelho) e 180 pL do mesmo meio, e incubou-
se por 4 horas, e na sequencia foram realizadas as leituras espectrofotométricas dos pocos em
570 nm, com correcdo de absorcdo basal em 590 nm. Os resultados foram apresentados como

porcentagem em relacdo ao controle calculados segundo a Equacdo 3:

Cé|u|aS VléVEIS(%) = (D.O.amostra/D.O.controle) XlOO (3)
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5. RESULTADO E DISCUSSOES

5.1. CARACTERIZACAO DAS NANOEMULSOES E NANOCAPSULAS

5.1.1. DETERMINA@AO DO TAMANHO DE PARTICULA E POTENCIAL
ZETA

O comportamento dos nanomaterias em meio bioldgico estd diretamente relacionado
com suas propriedades fisico-quimicas (TREUEL, 2014; BHATTACHARIEE, 2016). Por
isso é extremamente importante obter dados confidveis para que as nanoparticulas possam ser
caracterizadas de forma adequada (BHATTACHARIJEE, 2016). O tamanho de particula e a
carga de superficie (potencial Zeta) sdo dois fatores responsaveis por muitos efeitos
bioldgicos dos nanomateriais, incluindo a dissolucdo, toxicidade e absorcdo celular
(BHATTACHARIEE, 2016).

Esses parametros, unidos ao indice de polidispersividade (Pdl), sdo utilizados para
monitoramento de estabilidade de nanomaterias coloidais. O tamanho de particula < 250nm,
permite que as vias de administracdo sejam ampliadas, e promove o efeito de acumulacdo
passiva em tecidos lesionados, desta forma podemos ter uma seletividade para o tratamento de
diversas doencas, o Pdl € um indice que caracteriza o qudo homogénea é a formulacdo e o
qudo dispersa estdo as particulas (DOS SANTOS et al, 2016), o indice < 0,3 garante que a
formacdo de aglomerados, e por consequéncia alteracdo do tamanho de particula, ocorram
com menos frequéncia, o potencial Zeta também €& um pardmetro muito importante, pois
representa a carga superficial da particula ou seja, a partir dele é possivel prever estabilidade
da formulacdo, pois quanto maior o seu potencial em modulo, maior serd a repulsdo das
particulas com isso a formacdo de aglomerados que fazem com que as particulas aumente de
tamanho e por consequéncia a perda de estabilidade seja menor. Além disto, este parametro
auxilia diretamente no desenvolvimento de formulagfes com modulagdo de carga superficial,
visando a melhoria de interacdo biologica, atracdo por sitios especificos, e aumento da
seletividade com o tecido alvo. (MARIN; BABICK; HILLEMANN, 2017).

Inicialmente foi preparada uma série de sete nanoemulses com concentraces
diferentes de principio ativo, variando-se de 0,025 a 1,0 mg/ml (Tabela 2). Foram analisados
0 tamanho de particula afim de determinar a melhor relacdo de concentracdo de ativo em

funcdo dos melhores resultados dos parametros acima citados e que foram analisados.
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Tabela 2 - Dados de tamanho de particula, indice de polidispersividade e potencial Zeta das

nanoemulsdes contendo diferentes concentracbes de CV

Concentracdo Tamanho médio Pdl Potencial Zeta /mV
de CV /mg/ml de Particula /nm

0,025 329,7 0,8 -25,3
0,05 230,0 1,0 -23,8
0,100 184,1 0,4 -38,7
0,200 204,2 1,0 -36,5
0,500 343,8 0,9 -50,2
0,750 156,3 1,0 -35,5
1,000 510,3 0,8 -35,3

Com base nos dados da Tabela 2 observamos que a concentracdo de 0,1 mg/ml
mostrou os melhores parametros desejados, no entanto foi realizada uma nova medida ap6s 7
dias, e os parametros ndo foram mantidos (Tabela 3) indicando a instabilidade relativa e

possivel agregacdo do coloide.

Tabela 3 - Parametros analisados da nanoemulsdo com CV a 0,1mg/ml no 1°dia e apds 7 dias

_ Tamanho médio de
Tempo /dias Pdi
Particula /nm

1 184,1 0,43
7 363,4 0,98

Com base nos dados das Tabelas 2 e 3 concluimos que as formulagfes obtidas ndo
apresentaram 0s parametros fisico-quimicos desejados conforme 0s critérios minimos
esperados para sistemas coloidais nanoestruturados (tamanho de particula < 250 ¢ PdI < 0,3),
isso pode ter ocorrido devido ao fato de apesar de o tamanho de particula e potencial Zeta
apresentarem valores desejados inicialmente (Tabela 2) o Pdl estava acima do valor desejado
(<0,3). Como a estabilidade das particulas dependem de um conjunto ideal de resultados,

conclui-se que inicialmente as formulacGes obtidas ndo apresentaram os parametros fisico-
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quimicos esperados, o que pode ser efeito de interacdo direta do CV junto a formacdo das

nanogoticulas da NE.

Desta forma, foi necessario utilizar uma estratégia adicional baseada na alteracdo do
processo de encapsulacdo do ativo, propondo a adicdo de um co-polimero para recobrimento e
maior estabilidade coloidal, e por consequéncia a obtencdo de nanocépsulas poliméricas como
nanocarreador para o CV conforme descrito no protocolo apresentado na secdo 4.3. Para isto
foi utilizada a concentracdo inicial de 0,1 mg/L de principio ativo, que foi a que conferiu
melhor performance ao sistema nanoemulsionado sem recobrimento. Todas as amostras foram

armazenadas em refrigerador (4 a7 °C) durante todo o periodo de acompanhamento.

As Figuras 10, 11, 12 e 13 e a tabela 4 apresentam os graficos dos resultados de
tamanho médio de particula, Pdl, potencial Zeta em funcdo do tempo das Vazia/NC, CV/NC,
CVCIAIPc/NC e CIAIPc/NC.

Figura 10 - Estudo de estabilidade monitorando-se o tamanho de particulas, Pdl e potencial
Zeta em fungdo do tempo para Vazia/NC.
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Diiimetro de particulas /nm

Figura 11 - Estudo de estabilidade monitorando-se o tamanho de particulas, Pdl e potencial

Zeta em fungdo do tempo para CV/NC.
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Figura 12 - Estudo de estabilidade monitorando-se o tamanho de particulas, Pdl e potencial

Zeta em funcdo do tempo para CV_CIAIPc/NC.
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Didmetro de particulas /nm

Figura 13 - Estudo de estabilidade monitorando-se o tamanho de particulas, Pdl e potencial

Zeta em funcdo do tempo para CIAIPc/NC
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Tabela 4 - Dados de tamanho de particula, PDI e potencial Zeta das nanocapsulas em funcéo

do tempo.
Amostra Tempo  Tamanho Médio De Pdli Potencial
/Dias Particula /nm Zeta ImV

Vazia/NC 88 213,83 + 4,04 0,29 + -32,02 £0,90
0,01

CVINC 84 233,33 + 3,28 0,25 + -20,56 +1,24
0,01

CV_CIAIPc/NC 96 217,97 + 3,81 0,22+0,01 -21,15+0,54

CIAIPc/NC 91 247,37+ 2,81 0,35+0,01 -21,40+0,36

Os dados apresentados na Tabela 4 e nas figuras (11 e 13), indicam um perfil
apropriado para 0 CV e CIAIPc nanoenpsulados. Temos dados interessantes também para 0
sistema misto (Tabela 4 e Figura 12) com associagdo dos dois compostos, caracterizados por
tamanho de particula < 250 nm, Pdl < 0,3 e potencial Zeta proximo de -30 mV (-32 a -20
mV). Desta forma, estes resultados indicam que o material desenvolvido possui caracteristicas
desejas, ou seja, com tamanho médio de particula submicrénico. Além disto, os estudos de

espalhamento dindmico de luz demonstraram também que o sistema coloidal obtido possui
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uma distribuicdo de particulas uniforme podendo ser classificado como um sistema
parcialmente monodisperso em suspensdao aquosa. O potencial Zeta obtido indicou que o
nanomaterial em questdo possui carga superficial e residual predominantemente negativa,
caracteristica comum de nanomateriais obtidos com revestimento de co-polimeros da classe
dos polioxipropilenos e derivados do 4&cido poli-latico devido a exposicdo de grupamentos

altamente carregados eletronicamente.

5.1.2. CARACTERIZA(;AO DE ESTABILIDADE ACELERADA DAS
FORMULACOES COM USO DO LUMISIZER

A estabilidade de uma formulacdo é definida como o intervalo de tempo pelo qual suas
propriedades e caracteristicas, no momento de sua embalagem, sdo mantidas, ndo podendo
passar de 10% de reducdo da sua atividade desde que os produtos de degradacdo ou alteracéo
estejam identificados (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Os testes de
estabilidade devem avaliar o efeito dos fatores ambientais sobre o nanomaterial, estes dados séo
utilizados para prever a vida UGtil da formulacdo bem como a maneira adequada de
armazenamento.

Os estudos de estabilidade acelerada foram realizados na centrifuga analitica multi-
amostra modelo LUMIiSizer® (LUM GmbH, Alemanha) conforme apresentado na se¢édo 4.4.2.
O instrumento emprega a STEP™ -Tecnologia (extingdo de perfis resolvido no tempo e no
espaco), o que permite medir a intensidade da luz transmitida durante a centrifugacdo, como
uma funcdo de tempo e de posicdo, ao longo de todo o comprimento da amostra. Na faixa de
880 nm referente a infravermelha proximo (near infrared - NIR) ilumina toda a célula de
amostra e a luz transmitida que é detectada por sensores dispostos linearmente através da
amostra (acima e abaixo do suporte de deteccdo) (LERCHE; SOBISCH, 2014). A transmissao
é convertida no coeficiente de extincdo pela relacdo por log I/lo e 0 nimero de particulas pode
ser calculado. A progresséo dos perfis de transmissdo (Figura 14, 15, 16 e 17) obtidos contém a
informacdo completa sobre a cinética de estabilidade das formulagGes identificando quaisquer
alteracbes na amostra devido a formacdo de sobrenadantes, sedimentacdo, floculagéo,
coalescéncia ou separacéo de fases. Com base nestes perfis de extingdo, processos de separacao
de fase foram quantificados em relacdo a velocidade de clarificacdo, sedimentacdo e velocidade

de flutuacdo de particulas, turvacdo residual, volume de fase separada (liquida ou sélida).
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Figura 14 - Evolucdo dos perfis de transmissdo da Vazia/NC, centrifugadas a 2616 xg por 4,5

h. Primeiro registro inferior, ultimo perfil superior direito. A abscissa mostra a posicdo (nm) e

a ordenada a transmissdao de luz.
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Figura 15 - Evolugcdo dos perfis de transmissdo da CV/NC, centrifugadas a 2616 xg por 4,5 h.

Primeiro registro inferior, Gltimo perfil superior direito. A abscissa mostra a posicdao (nm) e a

ordenada a transmissdo de luz.
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Figura 16 - Evolugdo dos perfis de transmissdo da CV_CIAIPC/NC, centrifugadas a 2616 xg
por 4,5 h.. Primeiro registro inferior, Gltimo perfil superior direito. A abscissa mostra a

posicdo (nm) e a ordenada a transmissdo de luz.
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Figura 17 - Evolucdo dos perfis de transmissdo da CV_CIAIPC/NC centrifugadas a 2616 xg
por 4,5 h. Primeiro registro inferior, Gltimo perfil superior direito. A abscissa mostra a posicao

(nm) e a ordenada a transmissdo de luz.
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Portanto com esta técnica, foi possivel estudar a estabilidade acelerada e determinar o
tempo de vida de prateleira para as formulacbes desenvolvidas (Vazia/NC, CV/NC,
CV_CIAIPc/NC e CIAIPc/NC) sendo os dados quantitativos disponiveis pela integracdo dos
perfis de transmissdo (cinética da evolugdo das zonas de clarificacdo). A inclinacdo de tais
graficos (Figura 18) esta diretamente relacionada com a estabilidade da amostra. A inclinacdo
zero significa que ndo ha mudanca da concentracdo das particulas ao longo do tempo de
medicdo, ou seja, alta estabilidade. Com isso, quanto maior for a inclinacdo da reta mais
instavel € a amostra. Através do acompanhamento da mudanga entre o primeiro e Uktimo perfil,
causados pela sedimentacdo, floculagdo ou viscosidade das particulas foi possivel avaliar e
prever o processo de desestabilizacdo das nanoparticulas (LERCHE; SOBISCH, 2014).
Observamos a partir dos perfis de transmissdo, que a formulagdo CIAIPC/NC é a mais estavel,
ou seja, o primeiro perfil de transmissdo tracado em vermelho e o dltimo perfil em
CVCIAIPc/NC a diferenca entre os perfis de transmissdo ao longo da medida é grande, o0 que
sugere que sdo menos estaveis que a CIAIPc/NC durante 0 mesmo periodo de tempo.

Figure 18 - Integral da Transmissdo na dependéncia de tempo (s) para diferentes amostras de

nanocapsulas usando LUMISizer a 2616 xg por4,5h. aT =25 °C
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Tabela 5 - Taxa de separagdo representada pela inclinacdo e calculada pelo software

SEPView 5.1, depois de integrar 0s arquivos de transmissao.

o Desvio )

Inclinacéo Coeficiente de
Amostras padrao

(% /hora) correlagéo

(%/hora)

Vazia/NC 4,70 0,31 0,54
CVINC 3,17 0,31 0,76
CV_CIAIPc/NC 5,94 0,22 0,76
CIAIPc/NC 2,74 0,25 0,99

Tabela 6 - Resultado dos tempos de vida de prateleira (shelf-life) de cada amostra

Shelf-life
Amostras

(meses)
Vazia/NC 5,0
CVINC 8,0
CVCIAIPc/NC 5,0
ClAIPc/NC 8,0

O experimento foi realizado a temperatura de 25°C, ou seja, ele fornece a estabilidade
da formulacdo armazenada nestas condicdes. Conforme estabelecido por Mora-Huertas, Fessi
e Elaissari (2010), os valores de referéncia sugerem um percentual de até 10% de
instabilidade de uma amostra, acima disso a amostra se torna inviavel devido ser susceptivel a
degradacdo a curto prazo. O periodo de vida Util, que corresponde & medicdo do tempo de
ensaio, é de 12 meses, sendo que o experimento tem duracdo de 4,5 horas, ou seja, a cada 1
hora equivale a 2 meses e meio relativamente. Como podemos observar na Tabela 5 a amostra
Vazia/NC apresentou menor estabilidade com uma inclinacdo de 4,7%/hora, ou seja, sua
estabilidade sera de 5 meses (Tabela 6), ja a amostra CV/NC e CIAIPc/NC apresentaram
maior estabilidade com inclinacdo de 3,17 e 2,74%/hora (Tabela 5), respectivamente, ou seja,
uma estabilidade de 8 meses (Tabela 6). A encapsulacdo dos ativos, tanto CV quanto a

CIAIPc conferiram maior estabilidade para as nanocapsulas. No entanto a associacdo dos dois
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em uma mesma formulacdo (CVCIAIPC/NC) levou a uma menor estabilidade com inclinagéo
de 5,94 %/hora (Tabela 5) ou seja um tempo de estabilidade de aproximadamente 5 meses
(Tabela 6).

Esses resultados sdo bastante satisfatorios, se compararmos com outros sistemas
nanoestruturados tais como, os lipossomas e vesiculas lipidicas, que apresentam estabilidade
de 3 semanas a 2 meses (CALORI; TEDESCO, 2016; ZHOU etal., 2014).

5.1.3.ESTUDOS DE MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (MFA)

As andlises topograficas MFA tridimensional (3D) das CV/NC e CV_CIAIPc/NC
(Figura 19) apresentaram imagens nitidas de particulas com formato esférico bem definido,
sendo que as micrografias dos perfis topograficos forneceram os valores de tamanho médio de
particula de 104 nm (£ 0,04) para n = 35 particulas de CV/NC (Figura 20 e 22 ) e 211 nm
para CV_CIAIPc/NC (Figura 21 e 23), esses dados estdo em concordancia com o esperado,
visto que as analises realizadas previamente pela técnica de DLS indicam que as particulas
possam apresentar um tamanho um pouco maior por se tratar de uma medida do raio
hidrodindmico da particula ou raio de solvatacdo. Desta forma, as micrografias confirmam o
tamanho médio submicronico, com morfologia esférica e dimensBes nanoestruturadas com

distribuicdo homogénea.
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Figura 19 - Fotomicrografias tridimensionais e bidimensionais obtidas
CVINC (A) e CV_CIAIPc/NC (B) por microscopia de forca atbmica.
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Figure 20 - Fotomicrografia bidimensional e perfil topogréafico dada pela andlise do software

mostrando medicdes do diametro e altura das CVINC.
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Figura 21 - Fotomicrografia bidimensional e perfil topografico dada pela analise do software

mostrando medicdes do diametro e altura das CV_CIAIPc/NC.
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Figura 22 - Fotomicrografia bidimensional e histograma mostrando a distribuicdo do

tamanho de particula em funcdo do nimero de amostras para CV/NC.
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Figura 23 - Fotomicrografia bidimensional e histograma mostrando a distribuicdo do

tamanho de particula em funcdo do nimero de amostras para CV_CIAIPc/NC.

Amostras
16

s JAve [is

0 = T T
0.0 0.3 0.6 0.9 12
5um 10umx 10 um Didmetro maximo ( pm)

0 nm I 236.7 nm|

As analises de diferenca de fase mostraram auséncia de rugosidade e ou deformacdes na
superficie das particulas (Figuras 24 e 25), com isso é possivel afirmar que a superficie da
particula € homogeénea, isso significa que as superficies das NC sdo compostas apenas por um
material, ou seja 0 PLGA. Além disto, é possivel afirmar também que os ativos encapsulados
se encontram no interior da particula e ndo adsorvidos na superficie, caso 0s ativos estivessem

na superficie das particulas seria possivel ver nas imagens alteracbes na coloragdo e
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conformacdo superficial, ou outras particulas com coloracdo diferente ao entorno das NC
(BOLEAN et al, 2017). Também é possivel supor que todo o ativo foi encapsulado, isso
porque ndo é observada a presenca de agregados moleculares de ativo e polimeros no meio
externo das NC, sendo que essa afirmacdo podera ser confirmada com os resultados
discutidos da secdo 5.4.

Figura 24 - Fotomicrografia bidimensional das anélises de diferenca de fase da CV/NC.
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Figura 25 - Fotomicrografia bidimensional
CV_CIAIPc/NC.
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5.2. ESPECTROS DE ABSORCAO E EMISSAO DE FLUORESCENCIA NO
UV/NVIS PARA OS ATIVOS LIVRES E NANOENCAPSULADOS

Foram realizados os estudos de espectroscopia, para avaliar o perfil dos espectros de

absorcdo e emissdo do CV em meio organico e nanoencapsulado. Os ensaios foram

conduzidos utilizando-se a técnica de espectroscopia de absorcdo e emissdo de fluorescéncia

no UV-visivel, conforme apresentado nas Figuras 26 e 27 respectivamente.

Figura 26 - Espectro de absorcdo (A) e absor¢do normalizada (B) no UV/Vis do CV/DMSO e
CV/INC, com maximos de absor¢do em 430 nm e 505 nm para CV/ DMSO e 428 e 503 nm
CV/NC/DMSO.
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Figura 27 - Espectro de emissdo de fluorescéncia (A) e emissdo normalizada (B) no UV-Vis
do CV/DMSO e do CV/NC na concentragdo de 0,1 mg/ml, com comprimento de excitacdo de
480 nm para ambos, tempo de integracdo de 0,5 s e fendas de 3,0/3,0 nm para excitacdo e

emissdo, respectivamente.
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Os resultados apresentados nas Figuras 26 demonstraram auséncia de alteracbes nas
propriedades fotofisicas do CV livre em comparagdo com CV nanoencapsulado, no sentido de
manutencdo do perfil de absorcdo méaxima em 430 nm e 514 nm para CV/ DMSO e 421 nme
509 nm para CV/NC. Na Figura 27 temos 0s espectros de emissdo com maximos em 527 nm
para 0 CV/DMSO e 524 nm para CV/NC partindo-se de uma excitacdo fixa em 480 nm. Estes

dados sdo fundamentais para elucidar o comportamento fotofisico inédito para este composto,
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nos diferentes ambientes quimicos em estudo. Os resultados confirmam suas caracteristicas
como composto organico com alta absortividade na regido da cor verde do espectro
eletromagnético visivel e com espectro de emissdo caracteristico para fluor6foros com bom

desempenho.

Também foram realizados os estudos de espectroscopia de absor¢do e emissdo de
fluorescéncia no estado estacionario para as seguintes amostras: CV_CIAIPc/NC, CIAIPc/NC,
CV_CIAIPc/DMSO e CIAIPc/DMSO. Os espectros normalizados estdo apresentados na
Figura 28.

Figura 28 - Espectro de absor¢do normalizada no UV/Vis para o (A) CV, CIAIPc e
CV+CIAIPc em DMSO e (B) CVINC, CIAIPc/NC, CV_CIAIPc/NC e CV_CIAIPc/NC + CV
em DMSO.
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Para as andlises de emissdo de fluorescéncia foram utilizados dois comprimentos de
onda de excitacdo, 480 nm na regido de excitagdo do CV e 615 nm na regido de excitacdo da
CIAIPc; e varredura de 490 nm a 800 nm para a CV_CIAIPc e somente em 615 nm para
CIAIPc/NC, todos os graficos foram apresentados com suas emissGes normalizadas (Figura
29).

Figura 29 - Espectro de emissdo de fluorescéncia normalizada no UV-Vis (A) CV/IDMSO
com excitacdo em 480nm, CIAIPc/DMSO com excitacdo em 615 nm e CV/CIAIPc com
excitagbes em 480 nm e 615nm (B) CV/NC em DMSO com excitagdo em 480 nm,
CIAIPc/NC em DMSO com excitagdo em 615 nm CV_CIAIPc/NC em DMSO, com
comprimentos de onda de excitacdo de 480 nm e 615 nm, tempo de integracdo de 0,5 s e

fendas de 3,0/3,0 nm para excitacdo e emissao, respectivamente.
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A partir da analise dos espectros € possivel afirmar que ndo houve alteracdo nos perfis
espectrais de absor¢do e emissdo de fluorescéncia, para nenhum dos ativos, seja em sua forma

individual livre ou associados e nanoestruturados.
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5.3. CURVA ANALITICA: LINEARIDADE DO CORANTE VERMELHO

A partir do método espectroanalitico de absorcdo no UV/Visivel foi possivel construir
a curva analitica do CV construindo uma curva de correlacdo entre absorbancia do CV em

funcdo da concentragdo molar (Figura 30) e com isso determinar a linearidade do CV.

Figura 30 - Conjuntos de espectros de absor¢cdo UV- Vis em solugdo DMSO em diferentes
concentragdes (1,0 a 20 ug/ml). Curva de correlacdo entre a absor¢do maxima em funcdo da
concentragdo de corante na faixa de 1,0 a 20 pgml. y = 0,0061x + 0,0064
R2=0,9991, n=3.

02 i
0:120 % }{

e 015 e gi;;; § =~
8 1 =% o:c-:o '3
S:: 0,000 =
<«
€ W
'Q 37

0.05

| | S 1 i | T.A-— &
350 400 450 500 550 600

Comprimento de Onda (nm)

A linearidade de um analito pode ser definida como a capacidade de obter resultados
experimentais de absorcdo diretamente proporcionais & sua concentracdo. A partir da curva de
correlacdo (y = 0,0061x + 0,0064) foi possivel obter um coeficiente de correlagdo satisfatdrio
(R?) de 0,9991. A construcdo da curva de correlagdo é muito importante pois a partir dela
conseguimos quantificar a concentracéo real do CV associado a nanoestrutura.

A quantificacdo do CV em NC foi realizada segundo o método descrito na secéo 4.6,
apos determinacdo da absorbancia, foi possivel calcular a concentracdo real de CV associada
as NC, obtend-se o valor de 0,07 mg/ml para a amostra de CV/NC e de 0,06 mg/ml para a

amostra de CV/CIAIPc. Considerando a concentracdo tedrica de CV em NC igual a 0,1

62



mg/ml, obtivemos 70% de incorporacdo de CV na amostra de CV/NC e 60% na amostra de
CV_CIAIPc/NC.

Para a quantificacdo de CIAIPc tanto em na amostra de CIAIPC/NC, quanto em
CV_CIAIPC/NC, utilizou-se 0 método descrito por Siqueira-Moura e colaboradores (2010), e
as concentracOes reais obtidas foram de 0,03 mg/ml de CIAIPc na amostra de CIAIPC/NC e
CV_CIAIPc, a concentracdo teoria de CIAIPc nas NC era de 0,05 mg/ml, sendo assim, a taxa
de associacdo de CIAIPc foi de 63% nas NC.

Essa diminuicdo da concentracdo de ativos pode ser explicada por alguns fatores,
sendo eles, perda durante alguma etapa do processo de preparo das formulagcdes, bem como a
disputa esperada pela interacdo com o reservatorio oleoso do nanocarreador quando presencia

de ambos compostos ativos.

5.4. DETERMINACAO DA EFICIENCIA DE ASSOCIACAO DO CV E
CIAIPCc NAS NC

A eficiéncia de encapsulacdo é definida pela concentragdo de ativos que foram
encapsulados nos nanocarreadores, € considerada um fator muito importante na caracterizacao
dos nanomateriais. A eficiéncia de encapsulacdo € calculada por uma relagdo direta de
proporcionalidade, a qual considera a concentracdo total presente na formulacdo e a
concentracdo da molécula livre (calculadas pelo método espectroanalitico determinado em
4.4.5), ou seja, ndo encapsulada nas nanoparticulas. Em todas as amostras obteve 100% de
encapsulacdo dos ativos, esses resultados, sdo também observados nos resultados de MFA,
onde é possivel observar nas analises de diferenca de fases, que ndo hd moléculas de ativos

dispersas no meio.

5.5. DERTERMINACAO DO TEMPO DE VIDA DE FLUORESCENCIA

O tempo de vida de um composto fluorescente (tf) representa o tempo médio que esta
molécula permanece no estado excitado antes de retornar ao estado fundamental. Assim,
medidas de fluorescéncia resolvida no tempo podem revelar detalhes referentes as interagdes
do fluor6foro com o ambiente quimico em que se encontra (GHOSH et al., 2018).

Nas Figuras 31 a 34 temos 0s decaimentos exponenciais caracteristicas para a
contagem de fotons utilizada para obtencdo do tempo de vida de fluorescéncia. Este

parametro fotofisico foi determinado para o CV e CIAIPc nos diferentes meios em estudo.
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Figura 31 -

Decaimento de fluorescéncia do CV/NC e CV/DMSO_ACN, com comprimento

de onda de excitacdo fixado em 470 nm.
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Figura 33 - Decaimento de fluorescéncia do CV_CIAIPc/ NC, comprimento de onda

de excitacdo de 640 nm.
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Figura 34 - Decaimento de fluorescéncia do CV_CIAIPc/NC, comprimento de onda de

excitacdo de 470 nm.
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Os parametros cinéticos obtidos a partir dos decaimentos de cada amostra se

encontram na Tabela 7 a seguir.
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Tabela 7 - Tempo de vida de fluorescéncia (t) para as amostras estudadas nos diferentes

ambientes quimicos

Amostras T1 /NS To/Ns
CV/DMSO_ACN 3,14 (34,9%) 0,57 (65,1%)
CVINC 3,59 (58,6%) 0,75 (41,5%)
CV_CIAIPC/NC 470 nm 5,04 (64,4%) 1,10 (35,6%)
CV_CIAIPc/NC 640 nm 5,86 (100%) --
CIAIPc/NC 5,58 (100%) --
CIAIPc/DMSO 5,44 (100%) --

O CV/DMSO_ACN e CV/NC mostraram um ajuste bi-exponencial com dois tempos
de vida. As analises demonstraram uma populacdo de 65,1% para tempo de 0,57 ns e 34,9%
para tempo de 3,14 CV/DMSO_ACN, e populagdes de 58,6% para tempo de 3,59 ns e 41,5%
para tempo de 0,75 ns para CV/NC. A CIAIPc mostrou um ajuste mono-exponencial, tanto
livre quanto nanoencapsulado, com tempos de vida de 5,58 ns para CIAIPC/NC e 5,44 ns para
CIAIPc/DMSO. A CVICIAIPc apresentou um ajuste bi-exponencial quando excitado no
comprimento de onda de 470 nm e tempos de vida de 5,04 ns com uma populacdo de 64,4% e
1,10 ns com 35,6% e ajuste mono exponencial quando excitado em 640 nm com tempo de
vida de 5,86 ns.

Mudltiplos tempos de vidas podem ser explicados pela presenca de mondmeros, que
podem ser formados devido a concentracdo do ativo, do tipo de solvente em que esta
dissolvido ou ambientes quimicos heterogéneos poliméricos como é o caso das NC (JAYME;
CALORI; TEDESCO, 2016). Esse padrdo de decaimento poli-exponencial também pode ser
causado muitas vezes pela inter-conversdo rapida entre estados que possuem tempo de vida
mono-exponencial (GHOSH et al., 2018).

Em geral foram tempos de vida curtos para os ativos na forma livre ou
nanoestruturados, o que pode indicar que o composto CV deva possuir rendimentos de

transferéncia de energia para processos nao radiativos, como os fotodindmicos.
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5.6. ESTUDOS DE CITOTOXICIDADE EM CULTURA CELULAR DE
LINHAGEM DE FIBROBLASTOS DE MURINO

O teste de citotoxidade foi realizado utilizando-se o método de MTT como descrito na

secdo 4.9. Para 0 CV livre foram utilizadas concentraces de e 2,5 pg/ml (2,5%), 5,0 pg/ml

(5,0%), 15 p/ml (15%), 25 pg/ml (25%) e 50 pg/ml (50%), sendo o CV solubilizado

diretamente no meio DMEM sem suplementacdo, sendo assim ndo houve necessidade de se

fazer um controle para solvente. Foram realizadas as analises estaticas e 0s resultados estdo

apresentados na Figura 35.

Figura 35 - Ensaio in vitro de citotoxidade do CV livre em linhagem NIH/3T3 fibroblastos de
murino usando MTT, onde CT= controle somente com DMEM, A = 2,5 w/ml, B = 5,0
/ml, C = 15 w/ml, D = 25 pg/ml e E = 50 pg/ml. A significdncia estatistica foi
determinada pelo teste de andlise de variancia One-way ANOVA seguido do poOs-teste Tukey

t-test para miltiplas comparagdes (*p<0,05).
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Como indicado na Figura 34, os resultados da andlise estatistica One-way ANOVA,
mostram auséncia de citotoxidade para todas as concentracGes de CV livre na auséncia de luz,

sendo que para todas as concentragcdes avaliadas a viabilidade celular ficou acima de 93%.
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Para o ensaio bioldgico investigativo para CV/NC, foi utilizando também o método de
MTT (secdo 4.9) com as concentracdes de e 5,0 pg/ml (5%), 15 pg/ml (15%), 25 pg/mi
(25%) e 50 pg/ml (50%), e os resultados estdo apresentados da Figura 36.

Figura 36 - Ensaio in vitro de citotoxidade do CV/NC em linhagem NIH/3T3 fibroblastos de
murino usando MTT, onde CT= controle somente com DMEM, A = 5,0 pg/ml, B = 15 pg/m,
C =25 w/mle D =50 py/ml. A significancia estatistica foi determinada pelo teste de analise
de variancia One-way ANOVA seguido do pos-teste Tukey t-test para maktiplas comparagoes
(*p<0,05).
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Os resultados da andlise estatistica One-way ANOVA (Figura 35), confirmam
auséncia de citotoxidade para todas as concentracbes de CV/NC na auséncia de luz
(viabilidade celular > 100%). Devido ao resultado de viabilidade maior que 100%, foi
necessario realizar um outro ensaio de citotoxidade afim de avaliar se houve algum
interferente que pudesse influenciar na viabilidade celular, para isso foi utilizado o método da
resazurina descrito na secdo 4.10 e as mesmas concentracbes foram praticadas: 5 pg/ml (5%),
15 pg/ml (15%), 25 pg/ml (25%) e 50 pg/ml (50%) de CV/NC. Foi aplicada a andlise

estatistica One-way ANOVA e os resultados foram apresentados na Figura 37.
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Figura 37 - Ensaio in vitro de citotoxidade do CVV/NC em linhagem NIH/3T3 fibroblastos de
murino usando rezasurina, onde CT= controle somente com DMEM, A = 5,0 pg/ml, B = 15
p/ml, C= 25 pg/ml e D =50 pg/ml. A significAncia estatistica foi determinada pelo teste de
analise de variancia One-way ANOVA seguido do pds-teste Tukey t-test para mdltiplas

comparagdes (*p<0,05).
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Na Figura 37 apresenta os resultados obtidos que confirmaram auséncia de

citotoxidade para todas as concentracdes de CV/NC com viabilidade celular acima de 98%.

Para a formulacio CV_CIAIPc/NC foi utilizado também o método de MTT (secédo
4.9) com as concentragdes de 2,5 pg/ml e 12 pg/ml (2,5%), 5,0 pg/ml e 25 pg/ml (5%), 15
p/ml e 25 pg/ml (15%), 25 w/ml e 75 pg/ml (25%) e 50 pg/ml e 250 pg/ml (50%) de CV e

CIAIPc respectivamente. Os resultados estdo apresentados da Figura 38.
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Figura 38 - Ensaio in vitro de citotoxidade do CV/NC em linhagem NIH/3T3 fibroblastos de
murino usando MTT, onde CT= controle somente com DMEM, A = 25 pg/ml e 12 pg/ml
(2,5%), B = 5,0 pg/ml e 25 pg/ml (5%), C = 15 pg/ml e 25 pg/ml (15%), D = 25 pg/ml e
75 pg/ml (25%) E = 50 pg/ml e 250 pg/ml (50%). A significancia estatistica foi determinada
pelo teste de analise de variancia One-way ANOVA seguido do pds-teste Tukey t-test para

multiplas comparagdes (*p<0,05).
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O resultado das andlises estatisticas confirmou uma auséncia de citotoxidade (sem
diferencas estatisticas) para A, B, C e D, no entanto para as maiores concentracdes (E) a
viabilidade foi de 74% o que sugere uma citotoxidade, além de flutuagbes nos valores de
viabilidade acima de 100%, assim para confirmar esse resultado, foi realizado outro ensaio
biolégico utilizando um método adicional de viabilidade celular, baseado na utilizacdo da
resazurina (secdo 4.10), utilizando as concentracbes de CV_CIAIPC/NC 5,0 pg/ml e 25 pg/ml
(5%), 15 pg/ml e 25 pg/ml (15%), 25 pg/mle 75 pg/ml (25%) e 50 pg/ml e 250 pg/ml (50%)
de CV e CIAIPc, e utilizando um conjunto de 16 pocos com 50% de Vazia/NC como controle

positivo. Os resultados estdo apresentados na Figura 39.
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Figura 39 - Ensaio in vitro de citotoxidade do CV/NC em linhagem NIH/3T3 fibroblastos de
murinho usando rezasurina, onde CT = controle somente com DMEM, A = 5,0 pg/ml e
25 pg/ml (5%), B = 15 pg/ml e 25 pg/ml (15%), C= 25 pg/ml e 75 po/ml (25%) e
D = 50 wg/ml e 250 pg/ml (50%) E = 50% de Vazia/NC. A significancia estatistica foi
determinada pelo teste de analise de varidncia One-way ANOVA seguido do pos-teste Tukey

t-test para miltiplas comparacbes (*p<0,05).
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Conforme apresentado na Figura 39 observamos que a andlise estatistica do teste com
resazurina mostrou auséncia de citotoxidade para todas as concentragdes, inclusive para NC
sem ativo (Vazia/NC). Os resultados obtidos em todos ao teste concluem que tanto o CV
livre quanto nanoestruturado apresentam biocompatibilidade adequada e podem ser usados
em protocolos com aplicacdo biologica e ensaios subsequentes futuros para avaliacdo de

atividade fotodindmica em modelos in vitro e in vivo.

6. CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos podemos concluir que foi possivel desenvolver uma
formulacdo polimérica, contendo CV e CIAIPc individualizados ou associados utilizando-se
como nanoestrutura carreadora as NC, as quais apresentaram tamanho de particula
submicronico < 250nm, Pdl < 0,3 e carga residual predominantemente negativa, além disso
se mantiveram estaveis durante o periodo de acompanhamento de 3 meses quando

armazenada a 7 °C; a estabilidade acelerada também mostrou uma estabilidade de 3 meses
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para Vazia/NC e CV/CIAIPC/NC e de 5 meses para CV/INC e CIAIPc/NC quando
armazenadas a 25 °C. As andlises de MFA realizadas para CVINC e CV_CIAIPc/NC,
mostram uma morfologia esférica para ambas as NC e tamanho de particula de 104 nm para
CVI/NC e 211nm para CV_CIAIPc/NC, as andlises por diferenca de fase mostraram que a
superficie da particula é homogénea ou seja composta somente pelo PLGA e também é
possivel afirmar que ndo ha presenca de ativo livre no meio das NC. Os estudos
espectroscopicos mostram que ndo ha alteracdo das caracteristicas fotofisicas dos ativos (CV
e CIAIPc) em relacdo a sua forma livre, encapsulados de forma individual ou quando
associados. A linearidade foi realizada com sucesso, obtendo um coeficiente de correlagdo
apropriado, na ordem de 0,999 o que é satisfatério, e a partir da curva foi possivel obter a
concentragdo real do composto associado ao sistema de nanocarreador pelo método
espetroanalitico. A quantificacdo das NC apresentou uma taxa de incorporacdo de 70% para
CVINC, 63% para CIAIPc/NC, para CV_CIAIPc/NC a taxa foi de 60% para CV e 63% para
ClAIPc. A andlise de eficiéncia de encapsulacdo do ativo foi de 100% para todas as NC, isso
também pode ser comprovado pelas analises de diferenca de fase da MFA. Os estudos de
tempo de vida de fluorescéncia mostram tempos de vida curtos para as amostras
CVIDMSO_ACN, CV/INC, CVICIAIPc/NC e CIAIPc/NC, o que pode indicar que o composto
CV pode possuir rendimentos elevados de transferéncia de energia para processos nao
radiativos, supondo um possivel potencial fotodindmico, o qual sera explorado nos ensaios
futuros. Os ensaios de viabilidade celular, mostraram auséncia de citotoxidade para todas as
NC apresentando viabilidade celular maior que 98%, o que mostra que as NC séo
biocompativeis, além disso o CV livre também ndo apresentou citoxicidade para células
saudaveis, apresentando uma viabilidade celular maior que 93%. Esses resultados permitem
que seja feito o delineamento dos estudos futuros baseados em testes fotobioldgicos em
cultura celular buscando o direcionamento e aplicabilidade biologica e/ou biomédica da

formulacdo nanoestruturada em protocolos de Terapia Fotodindmica e em Fotoprocessos.
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