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RESUMO

Neste trabalho de mestrado profissional foi possivel obter um sistema nanoestruturado
polimérico contendo Quinizarina (QZ), um corante fotossensibilizador que emerge como nova
alternativa para tratamento antitumoral, utilizando a terapia fotodinamica (TFD). As nanoparticulas
foram produzidas em escala, utilizando um método inovador de Nano Spray Dryer as quais foram
caracterizadas por diferentes métodos, tais como: Espectroscopia por Absorcdo e Emissao de
Fluorescéncia na regido do Ultra-Violeta Visivel (UV-Vis), Espalhamento de Luz dindmica (DLS) e
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). Atraves das caracterizaces observou-se nanoparticulas
monodispersas com diametro hidrodindmico reduzido, verificou-se também que as nanoparticulas
foram preparadas de forma eficiente, o qual obteve-se a encapsulacdo das particulas QZ camada por
camada (layer by layer). As nanoparticulas foram preparadas utilizando uma rota de baixo custo e com
altissimo rendimento (>70%). Apo6s a completa caracterizacdo do sistema, as nanoparticulas foram
aplicadas em testes biologicos in vitro utilizando dois tipos de linhagens celulares: a fibroblastoide
(NIH-3T3) e cancerigena de origem melanocitica (B16-F10). Realizou-se estudos de
biocompatibilidade, internalizagéo utilizando QZ livre e encapsulada (uptake) e microscopia confocal
em ambas as linhagens utilizadas e testes de fototoxicidade na linhagem melanocitica. Observou-se
atraves dos estudos de uptake que houve uma maior internalizacdo da quinizarina nanoestruturada,
devido a sua alta biocompatibilidade, em relacdo a quinizarina livre. O estudo de internalizacdo através
da microscopia confocal demonstrou que o sistema nanoestruturado QZ funciona como um potente
corante (farmaco fotossensibilizante), devido a sua capacidade de marcacgdo nuclear, o que ainda ndo
é encontrado na literatura utilizando a linhagem melanocitica. Os estudos in vitro foram realizados na
auséncia e presenca de luz (LED), sendo que na auséncia de luz (escuro), observou-se viabilidade
compativel, ndo apresentando significativa morte celular, ja os estudos na presenca de luz o efeito
fotodinamico foi expressivo, onde houve grande morte celular. Dentro deste contexto as hanoparticulas
poliméricas contendo Quinizarina (QZ) é um potencial farmaco fotossensibilizante, podendo ser

aplicado em terapia fotodinamica para o cancer de pele melandmico.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Nano Spray Dryer. Quinizarina. Terapia fotodinamica.

Tratamento de cancer.



ABSTRACT

In this professional master's work it was possible to obtain a polymeric nanostructured system
containing Quinizarin (QZ), a photosensitizing dye that appears as a new alternative for antitumor
treatment, using a photodynamic therapy (PDT). The nanoparticles were produced in scale using an
innovative Nano Spray Dryer method, and characterized by different methods such as: Absorption
Spectroscopy and Fluorescence Emission in the Ultra-Violet and Visible Region (UV-Vis), Dynamic
Light Scattering (DLS) and Scanning Electron Microscopy (SEM). Through caracterizations, was
observed that the nanoparticles produced where monodispered and small hydrodynamic diameter, the
particles where prepared in a efficient way, which encapsulated the QZ particles layer by layer. The
nanoparticles were prepared using a low cost, high yield (> 70%) route. After a complete
characterization of the system, nanoparticles were applied in in vitro biological tests using two types
of cell line: a fibroblast (NIH-3T3) and a melanocytic cancer (B16-F10). Biocompatibility, uptake,
using free and encapsulated QZ and confocal microscopy studies were performed in both cell lines,
and phototoxicity tests were performed in melanocytic cell line. It was observed through uptake studies
that there was a greater internalization of nanostructured quinizarin, due to its high biocompatibility,
compared to free quinizarin. The internalization study by confocal microscopy demonstrates that the
QZ nanostructured system functions as a potent dye (photosensitizing drug) due to its nuclear labeling
capability, or that has not yet been found in the literature using a melanocytic line. In vitro studies
were performed in the absence and presence of light (LED), and the absence of light (dark), prevented
the viability of use, showed no significant cell death, while studies in the presence of light or
photodynamic effect were expressive. where there was great cell death. Within this context, as
polymeric nanoparticles with Quinizarin (QZ), is a potential photosensitizing drug and can be applied

in photodynamic therapy for melanomic skin cancer.

Keywords: Nanoparticles. Nano spray dryer. Quinizarin. Photodynamic therapy. Cancer treatment.
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1. INTRODUCAO

Definida como a dimensdo entre 1 a 100 nm, ou abaixo de 300 nm para materiais
poliméricos, a nanotecnologia trata das propriedades, da manipulagéo, e das estruturas destes
materiais nanométricos (BARIL et al., 2012 ; PATRA, 2017). Apesar de determinado que o
inicio da era da nanotecnologia ocorreu com a palestra de Richard Feynman em Dezembro de
1959, as nanoparticulas ja eram usadas por artesdos no século I1X na Mesopotamia para criar
cor e efeito na superficie dos vasos, como a cor vermelha de alguns vidros que foram explicados
pela presenca das nanoparticulas, reveladas por varias analises posteriores nas pecgas antigas
(SCHAMING; REMITA, 2015).

A integracdo da nanotecnologia com a biotecnologia, gera a frente da
nanobiotecnologia, cerne deste trabalho, a qual é definida como um campo do saber que aplica
técnicas em nanoescala para entender e transformar biossistemas (vivos ou ndo vivos),
utilizando principios biolégicos, materiais e modelos, para criar novos sistemas a partir da

nanoescala, como pode ser visto na Figura 1(A).

Figura 1- (A) Convergéncia da nanotecnologia com a biotecnologia (ROCO, 2003) e (B)
Distribuicdo do nimero total de ensaios clinicos utilizando nanoparticulas e lipossomas nas

cinco regides de maior contribui¢cdo do mundo (OBAID et al., 2016).
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Fonte: Adaptado de ROCO, 2003 e OBAID et al., 2016.

Uma das principais aplicacdes da nanotecnologia, é a busca do desenvolvimento e
obtencdo dos medicamentos, como alternativa aos medicamentos disponiveis no mercado,

considerando sua eficacia reduzida devido a baixa especificidade de tratamento entre outras
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desvantagens, sendo 0s medicamentos anticancer (quimioterapicos) o classico exemplo deste
tipo de interacdo (DAVIS et al., 2010). Apesar de terem atividade terapéutica evidenciada pela
inducdo de elevada morte celular ao sistema cancerigeno, a utilizacdo de quimioterapicos levam
a conhecidos efeitos colaterais indesejados, caracterizados principalmente, pela morte celular
em tecidos sadios (REZA MOZAFARI et al., 2008). Um grande passo nos desenvolvimentos
de sistemas nano-veiculadores foi dado, inicialmente, conforme a estratégia que busca utilizar
farmacos tradicionais ja aprovados, e leva-los ao mundo da nanotecnologia. Com este foco,
aprovou-se em 1995 o primeiro medicamento nano-veiculado, o Doxil®, baseado em
lipossomos para entrega da doxorubicina, um quimioterapico tradicional e muito utilizado
(BARENHOLZ, 2012). Esta agéo teve grande impacto de mercado, gerando grande potencial
para a introducdo da nanotecnologia no desenvolvimento farmacéutico, favorecendo o
desenvolvimento de novos projetos na fronteira cientifica, resultando em uma grande expanséo

de ensaios clinicos como visto na Figura 1(B).

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi obter nanoparticulas poliméricas de CPSL/PMMA —
para encapsulacdo do corante Quinizarina utilizando-se a técnica inovadora de Nano Spray

Dryer para aplicagdo na area farmacéutica com enfoque em terapia fotodinamica (TFD).

2.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver e caracterizar nanoparticulas poliméricas contendo o corante
Quinizarina;

e Determinar pardmetro fisico-quimicos da formulacdo utilizando-se
espectroscopia de correlagdo de fotons (DLS — Dynamic Light Scattering);

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

e Determinar as caracteristicas morfologicas das formulagdes utilizando-se
microscopia eletronica de varredura;

e Determinar a internalizagdo (uptake) das nanoparticulas em sistemas celulares

sadio fibroblastdide e neoplasico melanémico;
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e Determinar a melhor fluéncia de laser para morte celular nos sistemas estudados;
e Realizar estudos de viabilidade celular por MTT e citometria de fluxo;

e Realizar estudos de microscopia confocal.

3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. NANOTECNOLOGIA FARMACEUTICA

A nanotecnologia aplicada a area farmacéutica permite criar e desenvolver novos
processos para obtencdo de carreadores nanoestruturados de farmacos que possuem como
diferencial maior compatibilidade biol6gica e por consequéncia uma biodistribuicdo modulada
conforme as necessidades da patologia a ser tratada (BECHET et al., 2008; HONG et al., 2016).
Pode-se destacar como uma das principais caracteristicas destes sistemas avancados de
carreamento de farmacos, a habilidade de interacdo e liberacao do principio ativo no seu sitio
alvo, aumentando a especificidade do tratamento e por consequéncia uma melhora significativa
na eficacia terapéutica (MOURA, 2011). A meia vida do farmaco por exemplo, pode ser maior,
devido ao aumento da permanéncia do mesmo na corrente sanguinea, possibilitada pelo
nanocarreador, que protege o principio ativo da degradacdo quimica e enzimaética apos
administracdo, aumentando assim sua biodisponibilidade e por consequéncia diminui¢do nos
efeitos colaterais (PASZKO et al., 2011).

Dentre os diversos tipos de nanossistemas estudados para liberacdo de farmacos, os
principais quanto ao seu uso ja em fase pre-clinica e clinica sdo: lipossomas, nanoparticulas
lipidicas solidas e nanoemulsdes como mostrado na Figura 2. A principal diferenca nestes
sistemas se da na forma, composicéo e caracteristicas morfologicas de cada um. No lipossoma,
os lipidios formam uma bicamada, com as cabecas polares para dentro e para fora
respectivamente (MAZUR et al., 2017), j& na nanoemulsdo-uma camada simples de tensoativos
recobrem a parte polar dos lipidios, 0s quais interagem com um nucleo liquido altamente
lipofilico, (LIU et al., 2015), e nas nanoparticulas lipidica-solidas, h4 a formagé&o de um nucleo
semi-solido ou liquido, e apos resfriamento, ocorre a solidificagéo do lipidio (NASERI et al.,
2015). Além dos exemplos citados, também podem ser obtidas outras estruturas, como as

nanoesferas, nanocapsulas e microemulsées (DAUDT et al., 2013).
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Figura 2 - Estrutura dos diferentes sistemas nanocarreadores baseados na composicdao lipidica.

Lipidio y Lipidio
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Fonte: Adaptado de UCHECHI et al., 2014.

No processo de nano-encapsulagdo de ativos, como os compostos fotossensiveis, busca-
se conferir vantagens, como maior taxa de internalizacdo celular (uptake), melhor
biodistribuicdo, solubilizacdo em meio aquoso, e vantagens que propiciam a aplicacdo destes
compostos em diversas areas baseadas no desenvolvimento de formulacgdes, como na inddstria

farmacéutica, cosmecéutica e na alimenticia (EZHILARASI et al., 2013).

3.1.1. NANOPARTICULAS E O METODO DE ATOMIZACAO

O uso de nanoparticulas atrai atencdo consideravel no campo da nanomedicina, devido
a sua aplicabilidade como sistema de liberacdo controlada de farmacos e uma biodistribuicéo
mais eficaz (JUNGHANNS; MULLER, 2008; OBAID et al., 2016). As nanoparticulas também
podem ser denominadas nanocristais, quando possuem uma taxa de incorporacdo de farmacos
bem alta comparando-se com outros sistemas nanoestruturados, atingindo um rendimento bem
préximo a 100% de encapsulacdo em muitos casos (BABA; NISHIDA, 2013). Além disso,
possuem uma area superficial de interagdo muito ampliada em comparagdo com sistemas micro
e macro-estruturados, visto que sua area de superficie € aumentada pelo processo de reducao
de tamanho, também chamado de nanonizagdo. As nanoparticulas poliméricas contendo

farmacos possuem varias propriedades especiais que conferem caracteristicas Unicas, incluindo
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aumento da adesdo as membranas celulares, maior taxa de internalizacdo celular e otimizagao
da cinética de biodisponibilidade de farmacos (MULLER et al., 2011).

Dentre as diversas técnicas para sintese de nanoparticulas poliméricas, o0 método de
pulverizagdo e secagem sob pressao reduzida, também conhecido como “Spray Dryer” ou
secagem por atomizacdo, € um método de producdo muito versatil e tem sido constantemente
aprimorado para a preparacdo de nanoparticulas poliméricas, por envolver a pulverizacéo, a
evaporacdo da solucdo polimérica e de solventes organicos, principalmente utilizando-se
solucdes etanolicas, e a coleta resultante das nanoparticulas pulverizadas a seco (LI et al., 2010;
BURKI et al., 2011; LEE et al., 2011). No caso da técnica de atomizagdo por Spray Dryer, é
muito utilizada para aplicacdo em industria farmacéutica e alimenticia, o principio de acdo é
baseado na aspersdo de uma amostra e secagem rapida com um ciclone de gas quente (Ar, COy,
N2, ou mistura destes) (LI et al., 2010).

Neste trabalho utilizou-se o Nano Spray Dryer, que conta com um atomizador
dispersando o liquido com o tamanho de gotas controlado em escala nanométrica (Figura 3).
Vérias solucdes, misturas e formulacdes contendo ativos e farmacos podem ser
nanoestruturados utilizando-se esta técnica, porém certas limitacdes tém se apresentado como
desafios para seu processo de industrializacdo como o alto custo dos secadores. Entretanto, com
a evolucdo dos equipamentos para nanoestruturacdo de farmacos, é possivel a obtencdo de
nanoestruturas poliméricas particuladas com reprodutibilidade de tamanho e de forma
controlada, propiciando a incorporacao de diversas classes de farmacos insoltveis e de dificil
administracdo pelos métodos tradicionais de tecnologia farmacéutica (FREIXO, 2013).

A empresa Bichi (Blchi Corporation, Suica) desenvolveu um equipamento com
tecnologia avancada de secador por pulverizagdo, o Nano Spray Dryer B-90 como ilustrado na
Figura 3, que produz particulas de tamanho submicrométrico e nanométrico com alta precisdo
e de forma controlada, devido a malha vibratdria acionada por piezoeletricidade e o coletor de
particulas eletrostaticas que permite a separacao destas nanoparticulas e a obtencdo de forma
bem-sucedida, com os diferentes tamanhos de abertura de malha que podem ser utilizados para
criar varios tamanhos de nanoparticulas de diferentes formulacdes (HENG et al., 2011;
SCHAFROTH et al., 2012).
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Figura 3 - Esquema representativo para o equipamento Nano Spray Dryer B-90 ilustrando a
camara de fluxo de gés, bem como o recipiente de secagem e o eletrodo de coleta de material
nanoparticulado (WANG et al., 2016).
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Fonte: Adaptado de WANG et al., 2016

As nanoparticulas podem se ser empregadas em diversas areas na inddstria téxtil,
industria alimenticia, cosmecéutica, producdo de fertilizantes, industria farmacéutica sendo

utilizada para o tratamento do cancer. (MEBERT, et al., 2017).

3.2. CANCER

O “cancer” pode ser definido como a multiplicacdo descontrolada e a prolifera¢do de
formas anormais de células do corpo. O termo neoplasia, refere-se ao “crescimento novo” de
células, gerando os tumores que podem ser benignos ou malignos, sendo diferenciados pela
sua capacidade de invadir tecidos adjacentes ou ndo e quando ocorre a formacao de metéstases
sdo classificados como malignos-(RANG et al., 2015). As células cancerigenas possuem suas

fungdes debilitadas, e podem atingir 6rgdos com outros tipos celulares, ao invadir um tecido e
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ocupar o local das células sadias, o tecido ou érgdo invadido perde suas fun¢Ges com a
progressdo da doenga. (ALMEIDA et al., 2005).

Os fatores para o0 surgimento do cancer sdo diversos podendo ser externos ou internos
ao organismo doente e ainda podendo estar inter-relacionados. Enquanto os fatores internos
s80, na maioria das vezes, geneticamente pre-determinadas e estdo relacionadas a capacidade
do organismo de se defender das agressOes externas, os fatores externos sdo aquelas
relacionadas a exposicdo ao meio ambiente e habitos. As células cancerigenas, podem migrar
para outros tecidos proXimos ou ao atingirem vasos sanguineos e linfaticos, conseguem ir até

0rgdos mais distantes, dando inicio as metastases.

3.2.1. CANCER DE PELE

O céncer de pele € um problema de saide mundial dentre os diversos tipos de cancer
(OMS, 2019), os fatores de risco individuais para o cancer podem ser relacionados ao tipo de
pele clara; olhos azuis, verdes ou marrons; cabelos claros; uma tendéncia a queimar em vez de
bronzear; um historico de queimaduras graves; sardas; e uma histdria familiar de cancer de pele
(HORA et al., 2003). Além desses fatores individuais, raios ultravioleta (UV), infeccdo por
HPV, radiagdo infravermelha, trauma, imunossupressdo, e dentre outras doencas, inclusive
genéticas também podem aumentar o risco de desenvolver este tipo de cancer, embora o cancer
de pele seja uma doenca prevalente, € uma doenca maligna evitavel e altamente tratavel e resulta
em uma estatistica de morte em um nivel minimo no caso do diagnostico precoce (KATALINIC
et al., 2012; ANDSQY et al., 2013; CELIK et al., 2018). Segundo a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), a incidéncia de canceres de pele ndo-melandmico e melanémico tem aumentado
nas Ultimas décadas. Atualmente, entre 2 e 3 milhdes de canceres de pele ndo-melanoma e
132.000 cénceres de pele de melanoma ocorrem no mundo a cada ano (OMS, 2019). O
melanoma € a forma mais agressiva de cancer de pele e é caracterizado pela proliferacdo
anormal dos melandcitos que invadem a membrana basal (SIWAK et al., 2005). Em casos mais
avancados, quando os melandcitos tornam-se invasivos, o tratamento do melanoma ainda
permanece impotente, resultando em tumores sélidos com dificil tratamento (JACK et al.,
2006).

No Brasil o cancer de pele é o mais frequente, cerca de 30% de todos os tumores
malignos registrados. O melanoma corresponde a 3% das neoplasias malignas do 6rgéo, ele é
o0 tipo mais grave devido a sua alta possibilidade de provocar metastase. O progndstico desse

tipo de cancer pode ser considerado bom se detectado em sua fase inicial. Estimativa de novos
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casos no Brasil: 6.260, sendo 2.920 homens e 3.340 mulheres de acordo com o INCA em 2018
e 0 numero de mortes no Brasil: 1.794, sendo 1.012 homens e 782 mulheres segundo o INCA
em 2015.

As principais abordagens para o tratamento do cancer atualmente sdo a excisdo
cirtrgica, radiacdo ionizante (radioterapia), e tratamento farmacolégico com quimioterapicos,
dependendo do local acometido e de seu estagio de desenvolvimento (RANG et al., 2015).
Estima-se que em 2020 o numero de casos de cancer no Brasil seja em torno de 15 milhdes

anuais segundo a ONU no ano de 2019.

3.2.2. TERAPIA FOTODINAMICA

A Terapia Fotodinamica (TFD) é um procedimento terapéutico clinicamente aprovado
e minimamente invasivo que pode exercer uma atividade citotoxica fotoinduzida e seletiva para
células malignas (SETLIK; SILVA, 2016). O procedimento envolve administracdo de um
agente de fotossensibilizante via topica ou sistémica, seguido de irradiacdo a um comprimento
de onda correspondente para uma banda de absorbéncia deste ativo denominado
fotossensibilizador (AGOSTINIS et al.,, 2011). Esta terapia vem sendo utilizada como
coadjuvante as terapias tradicionais para o tratamento do cancer e outras doencas, baseando-se
em reacOes fotoquimicas especificas induzidas no tecido, a partir da interacdo de agentes
fotossensibilizantes, de irradiagdo com luz monocromatica na dose adequada e oxigénio
molecular (302), sendo este ultimo convertido fotoquimicamente em oxigénio singleto (102),
além da producéo de outras Espécies Reativas de Oxigénio - EROS (102, Ozs-,OH, H20), e
espécies radicalares derivadas de macromoléculas biologicas (CHsze, NO2¢, R-CO2¢) (PASZKO
et al., 2011). Estas espécies reativas desencadeiam processos biolégicos foto-oxidativos que
resultam na morte celular, seja por apoptose, necrose ou autofagia. (ROSENKRANZ et al.,
2000; PRIMO, 2009; PASZKO et al., 2011).

Estes processos de transicdes eletrdnicas e conversdes fotoquimicas (Figura 5) podem
gerar reacGes de dois tipos, as quais sdo denominadas de mecanismos fotodinamicos classicos
(CASTANO et al., 2004). No mecanismo do Tipo I, ha a abstracdo de um atomo de oxigénio
ou reacdes de transferéncia de elétrons entre o fotossensibilizador no estado tripleto excitado e
diferentes macromoléculas bioldgicas, levando a formacéo de radicais livres e/ou ions radicais.
Poucos materiais biologicos apresentam facilidade de fotoreducdo, sendo que as espécies

reduzidas podem transferir um elétron ao oxigénio molecular presente no meio (em



25

configuracdo tripleto), formando espécies reativas de oxigénio como peroxidos de hidrogénio,
anion superoxidos, etc. (PLAETZER et al., 2009; CERIZE, 2012). No mecanismo do Tipo Il
héa transferéncia de energia direta para o oxigénio molecular a partir da configuracéo eletrénica
tripleto do ativo, induzindo a formagéo do oxigénio singleto (*02). O oxigénio singleto é uma
espécie altamente reativa que interage de forma a oxidar varios substratos bioldgicos. Acredita-
se que 0 oxigénio singleto seja o principal mediador dos efeitos fotodinamicos nos sistemas
bioldgicos, isso porque causa danos as varias estruturas celulares, induzindo quebra de DNA,
destruicdo da membrana plasmatica e de organelas como lisossomos e mitocondrias, que em
conjunto ou separadamente induzem a morte da célula doente (BARBUGLI et al., 2010; DE
PAULA etal., 2017).

Figura 4 - Diagrama simplificado do mecanismo fotodindmico. (KONAN et al., 2002).
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Fonte: traduzido e adaptado de KONAN et al., 2002,

A associacdo da nanotecnologia e a TFD é uma estratégia bem-sucedida que levam a
resultados promissores e sdo atraentes como ferramentas auxiliares em complementacdo a
terapias convencionais (CALIXTO et al., 2016). Estas duas areas juntas podem propiciar o
desenvolvimento de novas formulagdes, medicamentos e procedimentos terapéuticos, com
maior eficécia e atividade no tratamento de diversos tipos de patologias da doenca. Na Figura
6, ha uma representacdo da estratégia geral do estudo, baseada no desenvolvimento de um
sistema nanoparticulado polimérico, uma nanoesfera matricial com recobrimento polimérico.
Estas nanoparticulas poliméricas podem liberar de forma controlada e sustentada, principios
ativos, como os fotossensibilizadores utilizados em TFD. Neste contexto, o cerne deste trabalho
foi entdo desenvolver e caracterizar uma nanoparticula polimérica contendo o corante
Quinizarina, como proposta de novo fotossensibilizador aplicado em TFD. Destaca-se a

utilizacdo da técnica Nano Spray Dryer, para obtencao das nanoparticulas visando potencial de
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escalonamento pela indUstria farmacéutica com vistas de aplicacdo como futuro medicamento
para tratamento do cancer de pele melandmico e podendo ainda ser utilizado como tratamento

para outros tipos de canceres.

Figura 5 - Exemplo de uma nanoparticula para libera¢éo de farmaco, e ativada pela presenca de
luz para emissdo de espécies reativas para tratamento com Terapia Fotodindmica (OBAID et
al., 2016).
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Fonte: Traduzido e adaptado de OBAID et al., 2016.

3.3 CORANTES: CONCEITO, CLASSIFICAQAO E PRINCIPAIS

APLICACOES

Ha relatos de que ainda na Era primitiva dos seres humanos, 0s recursos naturais da
fauna e flora ja eram explorados para produzirem as primeiras coloracGes em fibras téxteis, se
tornando um marco historico até o surgimento da primeira invencdo do corante sintético
Mauveina), descoberto por acaso pelo estudante Perkin (PERKIN, 1879). Os corantes sintéticos
sdo derivados de compostos organicos ou inorganicos e sdo categorizados com base na sua
estrutura quimica, levando-se em consideracdo a fonte do material e sua natureza, estruturas,
natureza dos seus respectivos cromoforos e as ligacbes especificas (HSIAO et al., 2014;
ZHANG, 2014).
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Os corantes podem ser divididos em diferentes grupos como: corantes organicos,
reativos, basicos, de oxidacdo, Opticos/fluorescentes, branqueadores, dispersivos, acidos,
azéicos, antraquindides, indigdides e de enxofre (MUHD JULKAPLI et al., 2014). Eles sédo
amplamente utilizados nos produtos téxteis, couro, alimentos, cosméticos, nas industrias de
produtos de papel, na agroindustria, em células foto-eletroquimicas e inddstria farmacéutica
(MARTINEZ-HUITLE; BRILLAS, 2009).

As antraquinonas, por exemplo, séo membros importantes da familia das quinonas e
constituem uma grande variedade estrutural de compostos derivados do grupo policetideo como
observados na Figura 4. S&8o importantes na quimica de corantes e apresentam propriedades
quimicas capazes de modular sua absorcdo e emissdo de acordo com a posicdo e o tipo de
substituinte molecular. As antraquinonas (Figura 4A) sao estruturalmente construidas a partir
de um anel de antraceno com um grupo ceto como nucleo bésico e diferentes grupos funcionais
podem substituir em varias posi¢oes. Além do mais, os derivados de antraquinona apresentam
uma ampla gama de atividades farmacoldgicas, incluindo efeitos laxativos, antimicrobiano,
antifangico, antiviral e neuroprotetor (MONTOYA et al., 2005; FOUILLAUD et al., 2018).

Figura 6 — Estrutura quimica basica da antraquinona (A), e estrutura quimica simétrica da
Quinizarina - QZ (B).
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Fonte: elaborada pela Autora.

H& um interesse continuo no desenvolvimento de novos derivados de antraquinona que
exibem atividades biologicas, pois estes derivados de antraquinona, que sdo utilizados na
pratica clinica e incluem tetraciclinas como antibiéticos, doxorrubinas como quimioterapicos,
hidroxiantraquinonas naturais usadas principalmente como laxantes (DUVAL et al., 2016;
MALIK; MULLER, 2016).
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Entretanto, as antraquinonas possuem certas desvantagens devido a sua baixa
solubilidade em meio aquoso, tal como a Quinizarina- QZ (Figura 4B), que tem uma
solubilidade muito baixa (HAYNES, 2014). Desta forma a sua administracdo ndo é téo eficiente
devido a sua biodistribuicdo que seria limitada, exigindo altas doses terapéuticas. Diante deste
cenario carrear este corante em um sistema nanoestruturado é uma maneira de aumentar sua
eficacia.

Como citado anteriormente, o0s sistemas nanoestruturados proporcionam maior
seletividade e podem garantir melhor estabilidade fisico—quimica dos ativos incorporados
(FREIXO, 2013). No caso de nanoparticulas poliméricas, o polimero utilizado influencia na
estrutura e estabilidade do sistema. O concentrado proteico do soro do leite (CPSL) é composto
por proteinas globulares, a-lactalbumina, BSA (albumina de soro bovino), imunoglobulinas,
peptideos, derivados de caseina e B-lactoglobulina, esta Ultima correspondendo a 50% das
proteinas totais. Estas proteinas possuem propriedades funcionais importantes como a
solubilidade em 4agua, capacidade de atuar como emulsificante, tendo uma grande
compatibilidade bioldgica, o que as tornam excelentes para a producdo de nanoparticulas
(YOSHIDA, 2002; MEHRAVAR et al., 2009).

O Poli (metil-metacrilato) ou simplesmente PMMA é o mais importante dos polimeros
da familia dos acrilatos. Se destaca, por apresentar boa performance vitrea, resisténcia a fatores
externos como o tempo, transparéncia e excelente estabilidade dimensional (PARRA et al.,
2005). Além disso, foi o primeiro polimero acrilico a ser utilizado para preparo de biomaterial,
e apesar de ndo ser biodegradavel, é biocompativel. Essa classe de polimeros pode ser
conjugada com proteinas, biomoléculas e ingredientes farmacéuticos ativos, encontrando usos
promissores nas areas de sistemas de liberacdo de farmacos, engenharia de tecidos, construcéo
de biomateriais, dentre outros (FEUSER et al., 2015).

A coloracéo de polimeros é geralmente obtida pela mistura de corantes aos ingredientes
poliméricos. Contudo, em muitos casos as cores desbotam ou mudam rapidamente, também
perdendo suas propriedades mecanicas quando expostas a luz solar. O PMMA ja foi estudado
anteriormente demosntrando que este material foi amplamente utilizado e testado,
demonstrando potencial de aplicacdo devido a sua termoestabilidade, a sua fluorescéncia

caracteristica, e resisténcia a agua e a outros solventes orgénicos. (DOLLENDORF et al., 2013).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. MATERIAIS

Os reagentes quimicos descritos a seguir foram empregados sem nenhum tipo de
purificagdo ou modificagéo, todos os solventes utilizados foram de alta pureza e solventes com
grau de pureza analitica.

Foram utilizados os seguintes materiais: Epikuron 170 (Lucas Meyer/SA), Pluronic F68
(Sigma-Aldrich), Acetona (J.T. Baker), Quinizarina 96% ~ (Sigma-Aldrich), concentrado de
proteinas do soro do leite (CPSL) gentilmente cedido por (Supley Laboratério - Brasil),
Crodamol GTCC-LQ-(BR), gentilmente cedido por (CRODA do Brasil), PMMA (Acros
Organics), Acetonitrila (J.T. Baker), Dimetilsulfoxido (Sigma-Aldrich). Para preparo das
formulagdes, solugdes e diluicbes foi utilizada agua ultrapura Milli-Q obtida do purificador
modelo Direct 3 (Milipore, Cotia, SP). Para cultura de células, citometria de fluxo e microscopia
confocal foram utilizados os seguintes reagentes: meio de cultura celular DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium - GIBCO Cell Culture, Carlsbad, CA, USA) e meio de cultura celular
RPMI-1640 (GIBCO Cell Culture, Carlsbad, CA, USA) suplementado com soro fetal bovino
(Fetal Bovine Serum — FBS, Corning Incorporated), aminoacidos nao-essenciais (Gibco),
antibioticos PenStrep (Gibco), anfotericina (Gibco), além disso foram utilizados tripsina-EDTA
1X (Corning Incorporated) e tampao fosfato salino PBS (Phosphate Buffered Saline), brometo
de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio - MTT (Sigma-Aldrich), KIT Guava
Nexin (Merck Milipore, EUA), Paraformaldeido (Sigma-Aldrich), Glicina (Sigma-Aldrich),
Triton X-100 (Sigma-Aldrich), Alexa Fluor 488 — Faloidina (Life Techonologies), ProLong®
Diamond Mounting Medium with DAPI (Life Technologies).

42. PREPARO DAS NANOPARTICULAS POLIMERICAS CONTENDO
QUINIZARINA

Inicialmente foi efetuado um estudo de variacdo da composicdo das possiveis
formulacBes a serem preparadas, com presenca e auséncia dos seguintes componentes: ativo
(Quinzarina), Proteina do soro de leite, PMMA, e utilizando o preparo de pré-formulagdes
(nanoemulsdes estabelecidas em trabalhos posteriores do grupo, Primo et al. (2009), as quais

foram preparadas nas seguintes composic6es, conforme a Tabela 1 a seguir.
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Tabela 1 — Condicdes experimentais de formulacGes preparadas

AMOSTRA FORMULAGAO E.S CPSL PMMA NSPD

AMOSTRA 1 NE-V Sim Né&o Né&o Né&o
AMOSTRA 2 NE-QZ Sim Né&o Né&o Né&o
AMOSTRA 3 NE-QZ Sim Sim Né&o Né&o
AMOSTRA 4 NP-QZ Né&o Sim Sim Sim
AMOSTRA5 NP-V Né&o Sim Sim Sim
AMOSTRA 6 NP-QZ Né&o Sim Sim Sim
AMOSTRA7 NP-V Né&o Sim Sim Sim

*NE V- Nanoemulsao vazia/ *NE QZ- Nanoemuls&o de Quinizarina
*NP V- Nanoparticula Vazia/*NP QZ-Nanoparticula de Quinizarina

Fonte: elaborada pela Autora.

As diferentes amostras foram preparadas para se avaliar diferencas de carga e tamanho,
para iniciar os estudos com a Quinizarina, verificou-se a solubilidade da mesma em diferentes
solventes organicos, e em diferentes possiveis lipideos carreadores, sendo altamente solGvel em
DMSO e no Crodamol GTCC-LQ-(BR). Como o sistema de Nano Spray Dryer foi utilizado no
modo aberto (sem utilizacdo do sistema Inert Loop de recuperacdo de solventes organicos), a
amostra conteve menos que 5% v/v de solvente para evitar auto-ignicdo da amostra, e a escolha
da acetona em proporcdo de 3% v/v foi o ideal. A partir disto, foi desenhado o processo de
preparo da formulacdo, baseado em uma pré-nanoemulsdo como base, as quais foram
preparadas as amostras 1 e 2, a fim de se verificar se a producdo de uma emulsdo classica e ja
padronizada seria possivel incorporar o0 novo corante (QZ). Assim foi realizada a etapa de pré-
formulacdo sem adicdo de outros solventes, contendo os ativos basicos empregando-se a técnica
de emulsificacdo espontanea sob pressdo reduzida, de acordo com a metodologia descrita por
Primo et al. 2009, com adaptacdes. Este método consiste no preparo de uma solucéo aquosa de
tensoativo anidnico Pluronic F68 sob agitacdo magnética em temperatura ambiente a 25°C. Na
sequéncia foi preparada uma solucdo de Epikuron 170 em acetona, sob agitacdo moderada & 55
°C. Nesta fase organica adicionou-se 250 pL de Crodamol GTCC-LQ-(BR), que foi utilizado
para solubilizacdo do corante de QZ em um banho de ultra-som 2210 (Branson Ultrasonics
Corporation, Danbury, CT, EUA). Apoés total homogeneizacao, a fase organica foi adicionada

lentamente por gotejamento, com auxilio de uma bomba de infusdo modelo Infusion Seringe



31

Pump 100i (WPI Sarasota, FL, EUA), diretamente a solucdo aquosa (55 °C) iniciando-se 0
processo de emulsificacdo espontdnea sob agitacdo magnética a 250 rpm, em seguida esta
amostra foi levada a um rota-evaporador onde foi removido o solvente organico (acetona) sob
pressdo reduzida a 55°C na fase final do processo de emulsificacdo para obtencdo da pré-
formulacéo.

Ap0s o preparo das pre-formulacGes, partiu-se para a preparacdo das nanoparticulas
poliméricas pelo método de Spray Dryer, conforme descrito por (LI et al., 2010). Para isto, 0
método de secagem por spray foi testado com as seguintes variacdes:

A) Adicdo do CPSL e PMMA, para testes em emulséo, sem Spray Dryer.
B) Adicdo da emulséo no concentrado de proteinas de leite, seguida da adicdo do PMMA,

e Spray Dryer, perfazendo assim as amostras 4 e 5.

C) Adicédo da emulsdo no concentrado de proteinas de leite (sob temperatura), seguida da

adicdo do PMMA (sob temperatura), e Spray Dryer, perfazendo assim a amostra 6.

D) Adicdo da emulsdo no concentrado de proteinas de leite (sob temperatura), seguida da

adicdo do PMMA, e Spray Dryer, perfazendo assim a amostra 7.

E) Replicatas das amostras 4 e 5 para confirmacdo do método e uso em testes bioldgicos,

perfazendo assim as amostras 8 e 9.

Sendo assim, 0 método de preparo das nanoparticulas foi entdo definido em um
protocolo de quatro etapas. Inicialmente foi preparada uma pré-nanoemulsdo, conforme
descrito acima, com a ndo evaporacdo do solvente, na segunda etapa, a nanoemulsdo foi
dispensada com velocidade controlada sob agitagdo magnética a 250 rpm em um concentrado
proteico do soro do leite, e aguardou-se a solubilizacdo. E por fim, este foi adicionada a uma
solucdo contendo acetona e PMMA que foram previamente solubilizados, e mantido sob
agitacdo de 1000 rpm. Na sequéncia empregou-se o0 sistema Nano Spray Dryer B-90 (Buichi,
Flawil, Suica), para asperséo da solucéo e obtencdo das amostras nano-particuladas e secas,

processo demonstrado na Figura 7.
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Figura 7 - Esquema resumido representando o protocolo geral para preparo das Nanoparticulas

poliméricas para associa¢do do corante Quinizarina.

o4 <2 -

|

el
Lﬁ
Sintese da Recobrimento das Recobrimento das Atomizagdo pelo
Nanoemulsao por Nanoparticulas com nanoparticulas com sistema Nano
emulsificacéo CPSL PMMA Spray Dryer

Fonte: Elaborada pelo Autor.

Apbs a formulacdo liquida ser atomizada e seca, a mesma foi retirada na forma de p6
do compartimento eletrostatico para armazenamento como apresentado na Figura 8. As
amostras entdo foram pesadas e armazenada em dessecador, e em seguida foram efetuadas
caracterizacdes espectroscopicas de absorcdo no UV-Vis e de emissdo de fluorescéncia para a
QZ/NPP, obtencdo de tamanho de particula (d), indice de polidispersividade (Pdl), e potencial
Zeta (C), conforme procedimentos experimentais descritos a seguir. Além disso foram obtidas
micrografias por microscopia eletronica de varredura (MEV).

Figura 8 - Fotos do eletrodo e coleta da amostra ap6s a atomizacao pelo Nano Spray Dryer.

Fonte: Elaborada pelo Autor.
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43. METODO ESPECTROANALITICO PARA QUANTIFICACAO DO
CORANTE POR ESPECTROSCOPIA DE UV-VIS E FLUORIMETRIA.

Inicialmente foram preparadas curvas padréo por espectroscopia de absor¢édo no UV-
Vis e emissdo de fluorescéncia do corante QZ. Foi preparada uma solucdo estoque em
dimetilsufoxido (DMSO) e foram feitas adi¢cdes sucessivas diretamente em uma cubeta de
quartzo de 10 mm de caminho 6ptico modelo QS-10 (Hellma GMBH & Co, Alemanha), em
acetonitrila com auxilio de microsseringa de vidro de 10 pL. Os valores dos maximos de
absorbancia obtidos foram correlacionados com a concentracdo em pmol/L conforme a Lei de
Lambert-Beer.

A linearidade foi obtida utilizando um espectrofotometro de duplo feixe modelo
Ultrospec 7000 (GE Healthcare Life Sciences, Suécia) e um espectrofluorimetro modelo
Horiba Jobin Ivon-Spex Fluorolog (Horiba, EUA). O espectro de varredura do
espectrofotbmetro de absorcdo UV/Vis para a determinacdo da Quinizarina foi ajustado de 300
a 600 nm. J& a emisséo de fluorescéncia foi analisada entre 500 e 700 nm, com excitacéo fixa
em 470 nm, e as aberturas de emissdo e excitacdo (fendas) foram ajustadas em 3 nm. A
determinacéo da linearidade da Quinizarina para obtencdo da curva media padrdo foi feita em
triplicata contendo quatorze concentracdes diferentes, variando-se de 10 - 130 umol/L para
analises em espectrofotdmetro de absor¢do UV-Vis; e 0,4 — 4,0 umol/L para anélises em
espectrofluorimetro. A faixa de concentracdo é reduzida devidos especificidades da técnica de

fluorimetria que permite linearidade para intervalos de concentragdes menores.

4.4. DETERMINACAO DA TAXA DE INCORPORACAO DO CORANTE NA
NANOPARTICULA

Para determinacdo da taxa de incorporacdo do corante nas diferentes nanoparticulas
preparadas foi utilizado o seguinte método: inicialmente pesou-se uma massa de cerca de 10,0
mg de nanoparticulas, estas foram adicionadas em 60 uL de DMSO e colocadas em banho
ultra-som (Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, CT, EUA) por 30 minutos sob
aquecimento (60 °C). Em seguida esta solucdo foi adicionada a 1840 uL de acetonitrila em uma
cubeta de quartzo de 10 mm de caminho éptico, e foram obtidos os espectros de absorcéo e de

fluorescéncia, com 0s maximos centrados em 470 nm e 575 nm respectivamente. Estes valores
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foram utilizados na construcdo das curvas padrdo de calibracdo e na determinacdo das
concentragdes de QZ. A concentragdo entdo foi determinada na massa de quinizarina presente
na amostra, e entdo expressada em mg de QZ/g de nanoparticulas.

Em seguida foram efetuados os célculos de rendimento, de acordo com o valor de QZ
adicionado e a massa de nanoparticulas obtidas apds o spray dryer, e entdo expressos em
porcentagem.

QZ(mg)

Quantidade de QZ na nanoparticula = ————
QZtotal (g)

4.5. DETERMINACAO DO TAMANHO DE PARTICULAS PELA TECNICA DE
ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ (DYNAMIC LIGHT SCATTERING —
DLS)

O diametro hidrodindmico das nanoparticulas poliméricas foi determinado
empregando-se a técnica de espalhamento dindmico de luz. Foram avaliados os tamanhos das
particulas na auséncia e presenca do corante, verificando a influéncia direta da incorporacédo
destes na pré-formulag&o e no sistema particulado final, avaliando também potencial Zeta () e
o indice de polidispersividade (Pdl) das amostras. As amostras foram preparadas em agua
ultrapura usando fator de diluicdo de 1:100 por analise da pré-atomizacdo; e para a leitura das
amostras apés a técnica de atomizacdo foram pesadas 0,50 mg do sélido e diluidas em 2,0 mL
de agua Milli-Q. Todas as analises foram realizadas em triplicata a 25°C. As leituras foram
realizadas utilizando os conjuntos de cubetas de poliestireno e eletrodos modelo DTS1070, do

equipamento Zetasizer (Nano-ZS, Malvern Instruments, Reino Unido).

4.6. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA - MEV

As analises morfoldgicas das nanoparticulas poliméricas (NP) foram realizadas por
microscopia eletronica de varredura (MEV), na resolucdo maxima de 500 x e 20 kV. A
superficie das NP foi avaliada utilizando-se um microscépio eletrdnico Zeiss, modelo EVO 50
(Carl Zeiss, Cambridge UK). As amostras foram previamente revestidas com uma camada

ultrafina de ouro (Bal-Tec, SCD 050 Sputter Coater, Liechtenstein) para definicao de resolucao
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Optica, conforme protocolo convencional para analise neste tipo de equipamento. Todas as
andlises foram realizadas no Laboratério de Microscopia Eletrdnica de Varredura e
Microanalise Elementar do Departamento de Quimica da FFCLRP, da Universidade de Séo

Paulo — USP em Ribeirdo Preto.

4.7. CULTURA CELULAR

4.7.1. EXPANSAO E CULTURA

A linhagem NIH-3T3 (ATCC® CRL-1658) e B16-F10 (ATCC® CRL-6475™) derivado
de células fibroblastéides de camundongos e células epiteliais melanémicas de rato,
respectivamente, foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC), e expandidas
em garrafas de cultura tratada (Corning Incorporated, estéril, 75 cm?). Para a linhagem NIH-
3T3 foi utilizado 10,0 mL de meio DMEM enriquecido com 10% de SFB, 1%
estreptomicina/eritromicina e 0,5% de anfotericina e 1% de aminoacidos. Para a linhagem B16-
F10 utilizaram-se 10,0 mL de meio RPMI-1640 enriquecido com 10% de SFB, 1%
estreptomicina/eritromicina e 0,5% de anfotericina. As garrafas de cultura foram colocadas na
incubadora a 37°C com 5,0 % de CO- até atingir o estagio de total confluéncia. Posteriormente,
foram efetuadas a repicagem das células, utilizando 2,0 mL de uma solugéo de tripsina 0,05%
(Corning Incorporated) para remover as células aderidas na garrafa, permanecendo em contato
com a solucdo por 5 minutos em incubadora a 37°C com 5,0 % de COz, e depois inativadas com
0 respectivo meio completo. Para o processo de congelamento, utilizou-se 1,0 mL de suspenséo
de células (contendo de 1,0 a 1,5 x 10° células), em tubos criogénicos (Corning Incorporated,
1,5 mL) contendo uma solucdo de congelamento composta de 90% de SFB e 10% de DMSO,
a qual foi previamente filtrada. Os tubos criogénicos foram armazenados em ultra-freezer a -
80°C em container apropriado (Mr. Frosty™ Freezing Container, Thermo Scientific - USA),
projetados para atingir uma taxa de resfriamento de -1°C por minuto, e mantidos neste container
por 24h. Em seguida transferidos para Cryoboxes e mantidos em nitrogénio liquido (-196 °C),

para posterior utilizagao.



36

4.7.2. ESTUDO DE INTERNALIZACAO CELULAR

Foram plaqueadas 1,5x10* células/poco em 3 placas de 96 pocgos (Costar, Corning
Incorporated), em seguida as células foram entdo incubadas por 24h para adesdo superficial.
No segundo dia foram entéo incubadas com as formulacdes vazias e contendo Quinizarina em
diferentes concentracdes (de 08 a 268 pg/mL) por 3h. Apds este tempo de internalizagdo, as
celulas foram lavadas 3 vezes com solucdo estéril de PBS para remocdo de quaisquer
particulas/corante ndo internalizados, e entdo adicionaram-se 100 uL de meio RPMI 1640 sem
a presenca do indicador vermelho de fenol (Sigma-Aldrich), e foi efetuada a leitura das emissoes
de fluorescéncias de todos os pocos com excitacdo fixa em 470 nm (fenda de 10 nm), e
aquisicao de espectro de emissdo regido de 500 a 700nm, com fenda de 10 nm, diretamente na
placa de cultura de 96 pocos na leitora Cytation 5 - Cell Imaging Multi-Mode Reader (Biotek
Instruments, Winooski, VT, USA). O tratamento de dados foi feito obtendo os espectros de
emissdo de quinizarina nanoparticulada, e para as amostras de NP sem ativo (controle). Os
espectros de células incubadas com quinizarina, obtidos de cada poco, foram analisados e
efetuadas as médias para cada concentracdo, e entdo foram subtraidos dos espectros das células
com nanoparticulas vazias, para assim obter-se o espectro final de emisséo para as diferentes

concentragdes de QZ.

4.7.3. CITOTOXICIDADE DAS NPS EM CONDICAO DE ESCURO

Foram plaqueadas 1,5x10* células/poco em 3 placas de 96 pocos (Costar, Corning
Incorporated), em seguida as células foram entdo incubadas por 24h para adesdo superficial. Na
sequéncia foram incubadas com as formulacdes vazias e contendo QZ em diferentes
concentragoes, de 8,0 ng/mL a 268 pug/mL, por 3h. Apds internalizagdo as células foram lavadas
3 vezes com solucdo estéril de PBS para remocdo de quaisquer particulas/corante ndo
internalizados, e apds 24h foi efetuado o ensaio de citotoxicidade de MTT, conforme descrito
na literatura (MOSMANN, 1983). O método baseia-se na utilizacdo de uma solucdo de MTT
(5,0 mg/mL) preparada em PBS previamente esterilizada em membrana filtrante. Para execucéo
do ensaio retirou-se todo 0 meio de cada poco e adicionou-se 200 uL. de MTT, ¢ incubaram-se
as placas por 4 horas (37°C e 5% CO.). Apds a incubacao para producdo do composto formazan
pelas células vidveis, removeu-se todos o meio cuidadosamente, e adicionaram-se 200 pL de

isopropanol a cada po¢o, homogeneizando os utilizando-se um Shaker para placas (IKA KS
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260) por 10 minutos. Em seguida realizou-se a leitura das absor¢cdes em 560 e 690 nm,
utilizando-se a leitora de microplacas Biotek Cytation 5 - Cell Imaging Multi-Mode Reader
(Winooski, VT, USA). Por fim, a etapa de tratamento de dados foi realizada a partir dos calculos
de viabilidade em relacéo ao controle (células viaveis sem tratamento) considerando os limites
de confiabilidade estatistica e os testes de andlise de varidancia ANOVA (p<0,05) e o pds teste

para multiplas comparacdes de Tukey, conforme algoritmo do software Prism.

4.7.4. FOTOTOXICIDADE DAS NPS EM CONDICAO DE LUZ

Foram plaqueadas 4,0x10* células/poco em 3 placas de 24 pocos (Costar, Corning
Incorporated), em seguida as células foram entdo incubadas por 24h para adesdo. Na sequéncia
foram ent&o incubadas com as formulagdes vazias e contendo QZ em concentracdo de 111 e
222 ug/mL por 3h. Apos este periodo de internalizacdo as células foram lavadas 3 vezes com
solucdo estéril de PBS para remocdo de quaisquer particulas/corante nao internalizados, e ap6s
24h foi iniciado o estudo de fototoxicidade, sendo aplicadas diferentes fluéncias com um LED
Odontolégico modelo LEC-Plus (MMO, Séo Carlos, Brasil) com comprimento de onda de 450
(+ 20 nm) nas doses de 1,0 a 25 J/lcm? . Na sequéncia, apds 24h, foi feito o ensaio de
citotoxicidade de MTT, conforme descrito na literatura (MOSMANN, 1983), com a solugéo de
marcador preparada em solucéo estéril de PBS a 5 mg/mL. Ent&o retirou-se todo o meio de cada
pogo, adicionaram-se 200 uL desta solu¢do de MTT, e incubou-se as placas por 4 horas (37°C
e 5% CO»). Posteriormente a formagdo do composto Formazan pelas células viaveis, removeu-
se 0 meio cuidadosamente, e adicionou-se 200 plL de isopropanol a cada pogo,
homogeneizando-se com auxilio de um Shaker de bancada (IKA KS 260) pelo tempo de 10
minutos para cada placa. Assim realizaram-se as leituras das absor¢Ges em 560 e 690 nm, na
leitora de microplacas Biotek Cytation 5 - Cell Imaging Multi-Mode Reader (Winooski, VT,
USA). Por fim, a etapa de tratamento de dados foi realizada a partir dos calculos de viabilidade
em relagdo ao controle (células vidveis sem tratamento) considerando os limites de
confiabilidade estatistica e 0s testes de andlise de variancia ANOVA (p<0,05) e o0 pos teste para

multiplas comparac@es de Tukey, conforme algoritmo do software Prism.



38

4.75. CITOMETRIA DE FLUXO (ANALISE DE VIA DE MORTE CELULAR)

Para a realizacéo dos estudos de citotoxicidade e fotocitotoxicidade da TFD para avaliar
a via de morte celular foi utilizado o Kit Guava Nexin (Merck Millipore). As células
melanociticas foram semeadas em placas de cultura de 24 poc¢os (Corning Incorporated, EUA),
e o tratamento com diferentes doses, foi feito conforme o protocolo realizado para o tratamento
de MTT. Apds o tratamento com as nanoparticulas, retirou-se 0 meio que estava nos pocos, e
colocou-se em microtubos do tipo Eppendorf identificados, e adicionaram-se 200 puL de uma
mistura tripsina-acutase (1:1). As células foram coletadas, pogo a poco e colocou-se em cada
microtubo identificado, centrifugou-se a 5 °C e 1000 rpm por 5 minutos. Descartou-se o meio,
e o ressuspendeu em 200 uL da solucdo do reagente do kit, que foi utilizado para a
determinacdo de células vidveis e mortas baseadas na marcacdo celular com os corantes
especificos de cada kit comercial. As mesmas foram incubadas por 20 minutos no escuro,
transferindo-as, na sequéncia, para placas de 96 pocos de fundo redondo (GlobalPlast, China),
e analisadas diretamente no citdmetro modelo Guava EasyCyte 8HT (GuavaTechnologies,
Hayward, CA, USA) com o software Guava CytoSoft 4.2.1, sendo possivel detectar e identificar

o tipo de morte celular.

4.7.6. MICROSCOPIA CONFOCAL

Para analise de Microscopia Confocal, foram plaqueadas 3x10* células/poco em placas
de 24 pocos contendo laminulas de vidro previamente esterilizadas. As células entdo foram
entdo incubadas por 24h e em seguida foram incubadas pelo periodo de 3h com as formulacGes
vazias e contendo QZ. Na sequéncia as células foram lavadas trés vezes com solucdo estéril de
PBS (1x) e fixadas com solucdo de paraformaldeido a 2% em PBS (1x) durante 20 minutos.
Subsequentemente, as células foram lavadas cinco vezes com PBS (1x) contendo glicina 100
mM (Sigma-Aldrich) e permeabilizadas com Triton X-100 a 0,1% (Sigma-Aldrich) diluida em
PBS (1x) durante 10 minutos a temperatura ambiente. As células foram entdo lavadas duas
vezes com PBS (1x) e incubadas com o marcador Alexa Fluor 488 (Life Techonologies) na
diluicdo de 1:20 em PBS (1x) durante 15 minutos. Em seguida, as ldminas foram lavadas trés
vezes com PBS (1x), e montada em laminas de vidro, utilizando 10 pL do reagente ProLong®
Diamond Mounting Medium with DAPI (Life Technologies).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. NANOPARTICULAS POLIMERICAS — ESTUDO DA SINTESE

Para a preparacdo das nanoparticulas a técnica de polimerizacdo vem sendo amplamente
utilizada, a principal vantagem desta técnica consiste na reducdo da necessidade de uso de
reagentes e no volume reduzido de solvente organico, ja que apenas o polimero é solubilizado
em solvente adequado e, pode-se ter maior controle do tamanho da particula, permitindo
adicionar varias etapas para ajustar a melhor composicdo de polimeros e demais aditivos,
obtendo maior rendimento e homogeneidade de particulas formadas, facil execucéo e custo de
producdo acessivel (RAO; GECKELER, 2011). O tamanho das nanoparticulas pode ser
controlado por alguns parametros, como a taxa de agitagéo, tipo e quantidade do agente de
dispersdo, viscosidade das fases organica e aquosa, concentracdo de polimero no solvente
organico e a temperatura (TRIERWEILER, 2009). Desta forma a mais rapida e simples
caracterizagdo foi por espectroscopia de correlagdo de fotons. Primeiramente determinou-se o
tamanho da pré-formulagdo desenvolvida, em torno de 200 nm, a nanoemulséo base (amostras
1 e 2) padronizadas por PRIMO em (2009), com algumas adaptacbes de sintese, obteve-se
indices de polidispersdo abaixo de 0,3, correspondendo a formula¢des homogéneas, além disso,
as nanoemulsdes possuem potenciais Zeta de -50 e -60 mV, garantindo a estabilidade coloidal
(valores > 130] mV), pode-se observar um leve aumento no tamanho médio e PDI da
formulacdo de NE/QZ em relacéo a NE Vazia, esse aumento no diametro médio e no PDI pode
indicar o aumento de massa devido a influéncia da adicdo do corante (DAS et al., 2011).

Em seguida determinaram-se 0s mesmos parametros para amostra 3, que continha, além
dos excipientes da emulsdo comum, o Concentrado de Proteinas de Leite. Foi entdo efetuada a
emulsdo usando a técnica layer-by-layer emulsion, onde despejou-se o conteldo da emulséo,
na solucdo de proteinas, onde foi observado o aumento do didmetro hidrodindmico médio, como
esperado, entretanto, a emulsdo contendo CPSL ndo passou pelo processo de atomizacao, tendo
assim a possibilidade de formac&o de agregados maior.

Para as amostras 4 e 5, definidas como padrdo de sintese deste trabalho, apds o Spray
Dryer, se mantiveram estaveis, sem grandes mudancas de tamanho e carga durante o tempo,

expectativa alcancada pela remocao total da agua, e solvente, pelo método.
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Na amostra 6 efetuou-se diferentes testes para avaliar se a alteracdo do parametro
(temperatura) nos diferentes componentes da formulagdo, produziriam formulagGes com
melhores estabilidades, tamanhos ou homogeneidade. Entretanto, 0 aumento da temperatura
influenciou negativamente as nanoparticulas produzidas neste estudo, o aumento da
temperatura no CPSL levou a producgéo de particulas maiores, e menos homogéneas, 0 aumento
da temperatura do PMMA levou a formagéo de grumos durante a sintese, e durante a aspersao,
ndo sendo viavel. Sendo assim, o estudo inicial das nanoparticulas em temperatura ambiente de
adicdo foi levado como rota final, e replicado para testes biologicos. O diametro médio das
nanoparticulas contendo CPSL e PMMA foi préximo, ja o indice de polidisperséo foi levemente
elevado, mas esperado, ap0s 0s varios processos para producdo das nanoparticulas, o potencial
Zeta de ambas particulas sdo bem préximos sem efeito direto da encapsulacéo do ativo, apesar
das nanoparticulas possuirem as cargas proximas de -30 mV, o que esta no limite da estabilidade
coloidal, as nanoparticulas de CPSL contém uma grande quantidade de proteinas, contribuindo
também para estabilidade estérica das nanoparticulas, o que aumenta a estabilidade em relagédo

ao tempo de acompanhamento.

5.1.1. ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA

A estabilidade termodindmica é um fator chave no desenvolvimento de um sistema de
liberacdo de farmacos. Ao se trabalhar com veiculos coloidais é imprescindivel a avaliacdo de
sua estabilidade fisico-quimica levando em consideracdo a interacdo quimica do sistema
farmaco/veiculo e as possiveis alteracfes resultantes de aditivos externos a formulacdo, em
funcdo do tempo de estocagem em condic¢des apropriadas. O monitoramento da estabilidade
fisico-quimica das formulagdes foi avaliado utilizando-se o tamanho de particulas, potencial
Zeta e polidispersividade das formulacgdes “Vazia” e contendo Quinizarina com estocagem a 4
°C (para as emuls@es) e a temperatura ambiente para as nanoparticulas. O tamanho da particula,
0 potencial Zeta, a quantidade de farmaco sdo, geralmente, os parametros fisico-quimicos que
podem ser utilizados para monitorar a estabilidade das particulas poliméricas. Os fosfolipidios,
0 tensoativo e as proteinas constituintes das nanoparticulas sédo os principais componentes
presentes nas formulagdes capazes de influenciar o potencial Zeta. valor de potencial Zeta
relativamente alto acima de -50 mV é importante para uma boa estabilidade fisico-quimica das

nanoparticulas, pois grandes forcas repulsivas tendem a evitar a agregacao das nanoparticulas
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adjacentes. (SCHAFFAZICK, et al., 2003), este valor fica dentro da janela de estabilidade
classica dos sistemas coloidais, de 30 mV positivo ou negativo, devido as repulsdes, entretanto,
conforme j& mencionado as nanoparticulas também possuem uma grande quantidade de
proteinas que contribuem para estabilidade estérica. A significancia estatistica das diferencas
em relacdo ao tempo inicial foi determinada pelo teste de andlise de variancia One-way
ANOVA seguido do pos-teste Tukey t-test para multiplas comparagdes (*p<0,05). As Figuras
de 9 a 11 mostram o estudo de estabilidade avaliando os diametros hidrodinamico de particulas,
indice de polidispersividade das formulacGes em funcéo do tempo. Observa-se nas Figuras 9 e
10, que o didmetro das amostras se manteve inferior a 300 nm, com o seu indice de
polidispersividade abaixo de 0,30 demostrando que as particulas se mantiveram estaveis tanto

para amostra vazia quanto para a contendo QZ.

Figura 9 - Estudo de estabilidade de tamanho de particulas (hm) da Nanoemulsdo Vazia (1) e
contendo Quinizarina (2) em relagédo ao tempo.
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Figura 10 - Estudo de estabilidade do indice de polidispersdo (PDI) da Nanoemulséo Vazia (1)
e contendo Quinizarina (2) em relagéo ao tempo.
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Fonte: elaborada pela Autora.

O potencial Zeta reflete o potencial de superficie das particulas, ele pode ser
influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante, em razdo da dissociacédo de
grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcéo de espécies ibnicas presentes no
meio aquoso de dispersdo. Esta analise nos permite determinar a estabilidade da interacdo que
a particula possa ter com o farmaco (TAVARES, 2011).

Na Figura 11 a seguir, foi demonstrado o estudo de estabilidade avaliando-se o potencial
Zeta das formulagdes NE/Vazia e NE/Quinzarina em funcdo do tempo, observou-se que a
variacdo média entre as medidas foi de 10 mV, sendo uma variagdo aceitavel para sistemas

manomeétricos coloidais.
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Figura 11 - Estudo de estabilidade de potencial Zeta () da Nanoemulsdo Vazia (1) e contendo

Quinizarina (2) em relagdo ao tempo.
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Fonte: elaborada pela Autora.

Observa-se que uma emuls&o de quinizarina, pode ser preparada com sucesso, gerando
particulas com tamanho sub-micrométrico, adequado para sistemas celulares, com indices de
polidispersdo abaixo de 0,3 e potenciais zeta da ordem de -50 mV, demonstrando assim um
sistema nanomeétrico de alta estabilidade coloidal.

Alem disso, a preparagcdo com CPSL e PMMA em meio liquido foi avaliada em relacéo
ao tempo. Esta preparacdo foi feita seguindo os preceitos de uma emulsdo camada por camada
“layer-by-layer” e foi utilizada para efeitos de comparagao com a estabilidade da nanoparticula
de mesma quantidade de material.

As Figuras de 12 a 14 mostram o estudo de estabilidade avaliando os didmetros
hidrodinamico de particulas, indice de polidispersividade das formulacGes em funcdo do tempo.

Observa-se nas Figura 12 e 13, que o diametro das amostras se manteve préximos a 600
nm, durante todas as medidas e o seu indice de polidispersividade entre 0,3 e 0,4 demostrando
que as particulas se mantiveram relativamente estaveis, porém claramente maiores e mais poli-
dispersas que nanoemulsdo que n&o continha o recobrimento/interagio com CPSL,
demonstrando assim o efeito da adi¢cdo destes componentes na emulsdo pela técnica camada

por camada.
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Figura 12 - Estudo de estabilidade de tamanho de particulas (hm) da Nanoemulsdo contendo

Quinizarina e CPSL em relacéo ao tempo.
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Figura 13- Estudo de estabilidade do indice de polidispersdo da Nanoemulsdo contendo

Quinizarina e CPSL em relacdo ao tempo.
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Na Figura 14 a seguir, foi demonstrado o estudo de estabilidade avaliando-se o potencial
Zeta da nanoemulséo de Quinizarina contendo CPSL, em funcéo do tempo, observou-se que a

variacdo do potencial foi praticamente nula durante o periodo avaliado.

Figura 14 - Estudo de estabilidade de potencial Zeta (£) da Nanoemulsao contendo Quinizarina,

CPSL e PMMA em relacdo ao tempo.
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Fonte: elaborada pela Autora.

Observa-se que a emulsdo de quinizarina obtida com a técnica camada por camada
adicionando-se CPSL, foi preparada com sucesso. Entretanto gerou particulas com tamanhos
ndo adequados para uso em sistemas celulares (> 500 nm), com indices de polidispersao abaixo
de 0,4 (relativamente altos), mas com potenciais zeta aceitaveis, na ordem de -30 mV,
demonstrando assim um sistema de razoavel estabilidade coloidal.

Apbs a adicao de polimeros na producdo de nanoparticulas e posterior atomizacdo via
Nano Spray Dyer também foi realizado o acompanhamento da estabilidade, sendo elas
armazenadas a temperatura ambiente e em forma de pd. Para analise em DLS, foi utilizada uma
massa de 0,50 mg da formulacdo, diluidas em 2,0 mL de 4gua Milli-Q somente no momento da
leitura de cada amostra.

As Figuras de 15 a 17 mostram o estudo de estabilidade avaliando os diametros
hidrodinamico de particulas, indice de polidispersividade das formula¢des em funcéo do tempo.
A significancia estatistica das diferencas em relacdo ao tempo inicial foi determinada pelo teste
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de analise de variancia One-way ANOVA seguido do pos-teste Tukey t-test para maltiplas
comparag0es (*p<0,05).

Observa-se nas Figuras 15 e 16, que o diametro das amostras se manteve inferior a 400
nm, uma reducdo aproximada de 200 nm em relacdo a amostra 3, contendo 0s mesmos
excipientes e ativo, entretanto sem o uso do Nano Spray Dryer. O seu indice de
polidispersividade foi mantido préximos de 0,4 demostrando que as particulas se mantiveram

relativamente estaveis tanto para amostra vazia quanto para a contendo QZ.

Figura 15 - Estudo de estabilidade de tamanho de particulas (nm) da Nanoparticula VVazia (5) e

contendo Quinizarina (4) em relacao ao tempo.
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Figura 16 - Estudo de estabilidade do indice de polidispersdo da Nanoparticula Vazia (5) e
contendo Quinizarina (4) em relagdo ao tempo.
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Fonte: elaborada pela Autora.

Na Figura 17 a seguir, foi demonstrado o estudo de estabilidade avaliando-se o potencial

Zeta das formulacGes NP/Vazia e NP/Quinzarina em fungdo do tempo.

Figura 17 - Estudo de estabilidade de potencial Zeta () da Nanoemulsdo Vazia (5) e contendo

Quinizarina (4) em relagdo ao tempo.
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Observa-se que a naonemulséo de quinizarina, pode ser preparada com sucesso, gerando
particulas com tamanho sub-micrométrico (< 400 nm), adequado para sistemas celulares, com
indices de polidispersao préximos de 0,4 e potenciais Zeta da ordem de -35 mV, demonstrando
assim um sistema manomeétrico de alta estabilidade coloidal mesmo apds submetida ao processo
de secagem pelo o sistema Nano Spray Dryer.

As Figuras de 18 a 20, abaixo, mostram o estudo de estabilidade avaliando os diametros
hidrodinamico de particulas, indice de polidispersividade das formula¢des em fungéo do tempo,
para as amostras 6 e 7. A significancia estatistica das diferencas em relagéo ao tempo inicial foi
determinada pelo teste de analise de variancia One-way ANOVA seguido do pds-teste Tukey
t-test para multiplas comparacdes (*p<0,05).

Observa-se nas Figuras 17 e 18, que o diametro hidrodindmico das amostras se manteve
inferior a 400 nm, préximos aos valores da amostra 5, entretanto seu indice de
polidispersividade apresentou variagdes na ordem de 0,5 a 0,6, indicando heterogeneidade e

possivel instabilidade das particulas pelo periodo de tempo analisado.

Figura 18 - Estudo de estabilidade de tamanho de particulas (nm) da Nanoparticula Quinizarina
(6) e contendo Nanoparticula Vazia (7) em relagdo ao tempo.
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Figura 19 - Estudo de estabilidade do indice de polidispersdo da Nanoparticula Qunizarina (6)
e contendo Nanoparticula Vazia (6) em relagdo ao tempo.
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Na Figura 20 a seguir, foi demonstrado o estudo de estabilidade avaliando-se o potencial

Zeta das formulacGes NP/Vazia e NP/Quinzarina em funcdo do tempo.

Figura 20 - Estudo de estabilidade de potencial Zeta (£) da Nanoparticula de Quinizarina (6) e

Nanoemulsdo Vazia (7) em relacdo ao tempo.
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Observa-se que as nanoparticulas preparadas com as variagfes de temperatura de 50 a
55 °C, apresentaram indices de polidispersdo proximos de 0,6 e potenciais Zeta da ordem de -
35mV. Sendo assim, esta variacdo de temperatura afetou negativamente as nanoparticulas,
sendo assim descartadas para uso em sistema biologico, devido parametros fisico-quimicos ndo
adequados.

Neste estudo de estabilidade foi mostrado que as preparages iniciais de nanoemulsfes
se demonstraram estaveis sendo armazenadas em temperatura de 4°C e que ap6s a adicdo das
misturas de polimeros CPSL/PMMA observa-se que estas tiveram um aumento no seu diametro
médio e no indice de polidispersividade, mas que ndo houve mudangas muito significativas na
estabilidade das mesmas, nas particulas alvo, sendo possivel concluir que durante o periodo
analisado a formulacéo de interesse se manteve estavel. Também se observa que com adi¢édo
das proteinas e polimero, teve-se uma diminui¢cdo do potencial Zeta, porém o armazenamento
das nanoparticulas em pd, na temperatura ambiente pode contribuir positivamente para que sua
estabilidade seja maior do que as nanoemulsdes, além da presenca das proteinas ligadas ao

sistema.

Tabela 2 — Pardmetros fisico-quimicos (diametro, indice de polidispersividade e potencial
zeta) das diferentes amostras sintetizadas

AMOSTRA FORMULAGCAO DIAMETRO PDI POTENCIAL
MEDIO (nm) ZETA
AMOSTRA 1 NE-V 189 (+1,0) 0,17 (x0,01)  -50,2 (+1,0)
AMOSTRA 2 NE-QZ 217 (+2,0) 0,24 (x0,01)  -64,5 (+3,0)
AMOSTRA 3 NE-QZ 654 (+13,0) 0,40 (x0,05)  -33,2 (+1,0)
AMOSTRA 4 NP-QZ 255 (+11,0) 0,38 (+0,02)  -35,3 (+1,0)
AMOSTRA 5 NP-V 345 (+18,0) 0,43 (x0,02)  -34,1 (+1,0)
AMOSTRA 6 NP-QZ 291 (+13,0) 0,50 (+0,05)  -37,4 (+1,0)
AMOSTRA 7 NP-V 310 (+12,0) 0,53 (+0,05)  -38,5 (+1,0)

5.2. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO E EMISSAO DE FLUORESCENCIA
NO UV-VISIVEL

A linearidade de um método analitico é capacidade de se obter resultados experimentais

diretamente proporcionais a concentracao do analito, para assim foram obtidos os espectros de
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absorcéo e de fluorescéncia, vistos na Figura 21. Para se obter os resultados de regressao linear,
e a curva padrdao de calibracdo, construiu-se um gréfico de absorbancia ou intensidade de
fluorescéncia versus concentracdo de QZ em pmol/L, como observado na Figura 22 (A e B).
Estas curvas padrdo de calibracdo (linearidade) foram utilizadas como método espectro-

analitico para posterior determinacdo da encapsulacéo do principio ativo nas nanoparticulas.

Figura 21 - Espectros de absor¢do (A) e emissdo (B) de QZ em diferentes concentracGes em

acetonitrila de grau espectroscopico.
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Fonte: elaborada pela Autora

O espectro de absor¢do da QZ apresenta uma banda principal na regido do visivel
(400 — 550 nm). A QZ em acetonitrila apresenta seu conjunto de bandas caracteristicas, e 0
comprimento de onda de absor¢do maximo foi de 480 nm (Figura 21 A), e para espectroscopia
de emissdo de fluorescéncia, obteve-se o espectro, também caracteristico, a partir do
comprimento de onda de excitacdo em 470 nm, resultando no méximo de emissdo de

fluorescéncia em 575 nm (Figura 21 B).
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Figura 22 - Curva padrdo analitica de Quinizarina em acetonitrila (A) absorbancia versus
concentragéo (y = 0,08072 + 0,00686x, R?= 0,99998) e (B) intensidade de fluorescéncia versus

concentragéo (y=32593982973x+23483,1885, R?>= 0,99917).
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Fonte: elaborada pela Autora.

As andlises de regressdo linear foram realizadas com sucesso, com coeficientes lineares
de R? = 0,99998 e R? =

respectivamente, indicando um ajuste adequado para utilizacédo das linearidades como métodos

0,99917, para absorbancia e intensidade de fluorescéncia,

espetro-analiticos para o ativo QZ no presente estudo.

5.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA - MEV

Com o objetivo de avaliar morfologicamente as particulas obtidas nestes ensaios, as
amostras foram analisadas pela técnica de Microscopia Eletronica de Varredura. Esta técnica é
uma importante ferramenta utilizada na estratégia para caracterizacdo de nanomateriais dos
mais diferentes tipos e classes, e que se pode comparar com 0s resultados de espectroscopia de
correlagdo de fotons. Foi possivel observar que as nanoparticulas estdo em formatos
aglomeradas ap0s aspersdo no Spray Dryer, e apés solubilizagdo em meio aquoso voltam a se
desagregar, verificando tamanhos na regido nanométrica. Os resultados das nanoparticulas
vazias sao apresentados na Figura 23, na qual observa-se que as particulas formadas possuem

uma morfologia esférica e com faixa de tamanho ampla, de 100 nm a 10 pum.
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Figura 23 - MEV da amostra de NP “Vazia”. Magnitude — 5,0 Kx, EHT = 20 Kv (A) e
Magnitude -20 Kx, EHT= 20 Kv (B).
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Fonte: elaborada pela Autora.

De forma geral foram obtidas nanoparticulas de PMMA e CPSL estaveis e, a partir das
imagens obtidas por MEV, foi possivel determinar sua morfologia como esperada, sendo estas
esféricas e com distribuicdo de tamanhos relativamente acima das particulas ndo recobertas de
acordo com os estudos de LI, et al., (2010). Quando se adiciona o corante QZ, ha uma
manutencdo destas caracteristicas, como visto na Figura 24. As nanoparticulas obtidas estdo
dentro dos parametros esperados de acordo levando em consideracdo com os resultados obtidos
por LI, et al., (2010)

Figura 24 - MEV da amostra de NP de Quinizarina. Magnitude — 5,0 Kx, EHT =20 Kv (A) e
Magnitude -10 Kx, EHT= 20 Kv (B).

Fonte: elaborada pela Autora.
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Na intencdo de avaliar morfologicamente as particulas obtidas pela técnica de
atomizacdo pelo Nano Spray Dryer, observa-se que as particulas contendo QZ possuem uma
morfologia esférica ndo uniforme com uma ampla faixa de tamanho diferentes dos tamanhos
médios obtidos por DLS, o que pode ser justificado pelas nanoparticulas estarem em formatos
aglomeradas apds aspersdo no Nano Spray Dryer, e ap0s solubilizagdo em meio aquoso voltam
a se desagregar. Os dados de DLS séo independentes visto que se baseiam anélise do equilibrio
coloidal das particulas, as quais estdo solvatadas por moléculas de agua, e assim altera-se seu
tamanho resultante no didmetro hidrodinamico.

5.4. CULTURA CELULAR
5.4.1. EXPANSAO E CULTURA

Para o desenvolvimento deste estudo, foram efetuados testes de biocompatibilidade
celular, para determinar uma possivel citotoxicidade do sistema nanoparticulado. Foi escolhido
uma linhagem fibroblastéide NIH-3T3 (Figura 25A) para o0s testes iniciais de
biocompatibilidade devido seu papel tradicional como modelo padréo para citotoxicidade de
materiais. Além disso, as nanoparticulas alvo deste trabalho foram avaliadas quanto a
citotoxicidade em um sistema melanocitico B16-F10 focando na patologia do melanoma
(Figura 25 B).

Figura 25 — (A) Linhagem fibroblastoide NIH-3T3 e (B) linhagem melanocitica B16-F10,
ambas comerciais obtidas da ATCC.

Fonte: elaborada pela Autora.
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5.4.2. ESTUDO DE INTERNALIZACAO

A fim de se determinar a internalizacdo (uptake) das nanoparticulas pelas células, foi feito
um estudo de internalizacdo por meio de emissédo de fluorescéncia intercelular, sem lise. Com
estes estudos foi possivel comprovar a presenca da Quinizarina internalizada nas células e estas
apresentaram maior emissdo de fluorescéncia que as células tratadas com as mesmas
concentragdes de ativo livre em DMSO, como visto na Figura 26. Os ensaios foram realizados
para a linhagem fibroblastéide NIH-3T3, em seguida foi efetuado o mesmo estudo com a

linhagem B16-F10, como apresentado na Figura 27.

Figura 26 - Espectros de emissdo da Quinizarina (A) livre em DMSO, e nanoparticulada (B)
em diferentes concentracdes na linhagem NIH-3T3, ap6s 3h de internalizacdo, seguida de
lavagem com PBS, obtidos em meio de cultura DMEM sem a presenca do indicador vermelho

de fenol.
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Fonte: elaborada pela Autora.
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Figura 27 - Espectros de emissdao da QZ nanoparticulada em diferentes concentragdes na

linhagem B16-F10, apds 3h de internalizacdo, seguida de lavagem com PBS, obtidos em meio

de cultura RPMI-1640 sem a presenca do indicador vermelho de fenol.
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Fonte: elaborada pela Autora.

5.4.3. CITOTOXICIDADE DAS NPS EM CONDICAO DE ESCURO E
FOTOTOXICIDADE DAS NPS

Inicialmente realizou-se concentracGes e 8,0 ug/mL a 286 pug/mL de nanoparticulas em

linhagem de fibroblastéides NIH-3T3, onde foi verificada a auséncia toxicidade das
nanoparticulas em meio bioldgico. O teste de viabilidade celular de MTT, foi utilizado como
teste basico para determinacdo da citotoxicidade, tanto no escuro, como visto na Figura 28.
O teste colorimétrico empregado para avaliar a viabilidade celular também chamado MTT,
avalia-se a atividade metabdlica da célula. Somente células viaveis e com metabolismo ativo,
pela atividade das enzimas mitocondriais, conseguem metabolizar o formazam, quando este é
solubilizado, forma-se uma coloracdo roxa na qual pode-se realizar medidas de absrobancia
(PRABST, et al.,2017).
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Figura 28 - Ensaios de Viabilidade por MTT, da célula fibroblastoides de camundongo (NIH-
3T3) incubada com as nanoparticulas na auséncia e na presenca da QZ em condicao de escuro,
com concentracdes de 8,0 ug/mL a 286 ug/mL. A significancia estatistica foi determinada pelo
teste de andlise de variancia One-way ANOVA seguido do pds-teste Tukey t-test para maltiplas

comparacgoes (*p<0,05).
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Fonte: elaborada pela Autora.

Na Figura 28 pode-se observar que para a concentragao de 268 ug/mL houve toxicidade
da nanoparticulas “vazia”. Entretanto, as concentragfes de 111 e 222 ug/mL, corroboraram com
estudos recentes onde foi verificado efeito anti-neoplésico na presenca de derivados de
antraquinonas (LIU et al., 2019). Desta maneira optou-se por realizar os estudos com LED
nestas concentragdes visto que no estudo no escuro ndo houver toxicidade.
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Para a linhagem celular melanocitica B16-F10 (Figura 29), foi utilizada para
determinacdo de morte celular com o uso sinérgico da QZ combinada com fotoativacdo com
LED azul, e da QZ na auséncia de luz, sendo possivel observar menor viabilidade celular com
resultado de efeito terapéutico complementar devido o uso da TFD.

Figura 29 - Ensaios de Viabilidade por MTT, da linhagem celular melanocitica (B16-F10)
incubada com as nanoparticulas na auséncia e na presenca da QZ em condicdo de escuro, com
concentracdes de 28 ng/mL a 268 pug/mL.( A significancia estatistica foi determinada pelo teste
de analise de variancia One-way ANOVA seguido do pos-teste Tukey t-test para multiplas

comparacgoes (*p<0,05).
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No estudo de viabilidade na presenca de luz, foram utilizadas duas concentracoes, de:
111 pg/mL e 222 pg/mL. Escolheu-se a primeira pois ndo demonstrava efeito toxico sob as
células melanociticas na auséncia de luz, e a segunda para avaliacdo do efeito sinérgico da
Quinizarina sob a linhagem celular. Para efeito de comparagdo foram utilizados controles

negativos (auséncia de luz) e controle do LED (presenca de luz e auséncia de farmaco),
conforme visto na Figura 30.

Figura 30 - Ensaios de Viabilidade por MTT, da linhagem celular melanocitica (B16-F10)
incubada com as nanoparticulas na auséncia e na presenca da QZ em condicao de luz, utilizando

fluéncias de 1,0 a 25 J/cm?, com concentragdes de 111 pg/mL e 222 ug/mL.
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Fonte: elaborada pela Autora.

Foi possivel observar o efeito fotodindmico ap6s o tratamento em diferentes concentracdes de
111 e 222 pg/mL de Nanoparticulas de Quinizarina e diferentes fluéncias de luz LED. Quanto

maior a concentracfes de QZ e maior fluéncias de luz LED maior a indu¢do de morte celular

em relacdo ao controle apresentando diferenca estatistica.

54.4. CITOMETRIA DE FLUXO

Foi realizada a técnica de Citometria de Fluxo para avaliagdo dos processos biologicos
que ocorreram apos o tratamento fotodindmico com duas diferentes concentracGes de

Nanoparticulas poliméricas de Quinizarina de 111 e 222 ug/mL em conjunto com diferentes
doses de LED.
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Para avaliacdo de qual a via de morte celular foi desencadeada utilizou-se o Kit Guava
Nexin (Merck Milipore), que consiste em duas analises por Anexina V e por 7AAD. A anexina
V ¢é uma proteina de ligacédo de fossolipidios dependentes de calcio e com alta afinidade pela
fostfatidilserina (PS) um componente da membrana normalmente localizado no lado interno da
membrana celular. No inicio da via apoptdtica, as moléculas de PS sédo translocadas para a
superficie externa da membrana celular, onde a anexina V pode facilmente se ligar a elas,
qguando ha externalizacdo da fosfatidilserina (PS) ha ligacdo da anexina V ao PS exposto
sugerindo uma via de morte apoptotica. Ja o 7AAD é uma marcador que tem propriedades de
se inserir entre as bases nitrogenadas Citosina-Guanina da dupla fita do DNA. Quando h&
alteracdes de permeabilidade da membrana celular normalmente observadas em morte celular
necrotica, o 7-AAD torna-se permeavel se ligando ao DNA que esta acessivel no interior da
célula. Sendo assim, foi possivel determinar: (i) células viaveis (ndo apoptoticas) quando a
resposta € negativa para ambos os reagentes, ou seja, anexina V (-) e 7-AAD (-), (ii) células em
apoptose precoce, anexina V (+) e 7-AAD (-) e (iii) apoptose tardia e necrose, anexina (+) e 7-
AAD (+) (ABRAHAMSEN et.al, 2002; CROWLEY et.al, 2016).

Figura 31 — DotPlot da linhagem B16-F10, tratadas em condicdo de luz, utilizando fluéncias de
1,0 a 25 J/cm?.
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Fonte: elaborada pela Autora.
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Figura 32 — DotPlot da linhagem B16-F10, tratadas com nanoparticulas de QZ em condig&o de

luz, utilizando fluéncias de 1,0 a 25 J/cm?, com concentragdes de C1= 111 pg/mL.
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Fonte: elaborada pela Autora.
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Figura 33 — DotPlot da linhagem B16-F10, tratadas com nanoparticulas de QZ em condicao de
luz, utilizando fluéncias de 1,0 a 25 J/Jcm?, com concentragdes de C1= 222 ug/mL
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Fonte: elaborada pela Autora.

Os dados brutos obtidos pelo Citdmetro, sdo demonstrados nas Figuras 31,32 e 33, onde
apos a andlise no software do equipamento, foi possivel obter as viabilidades, que sdo vistas
abaixo no histograma da Figura 34. Pode-se observar que no controle e controle de Luz do LED
nas duas fluéncias as células se concentram no quadrante inferior esquerdo indicando que as
celulas estdo viaveis. Ja as células das duas concentragbes de 111 e 222 ug/mL de
Nanoparticulas de Quinizarina e nas diferentes fluéncias de luz LED se concentraram no
quadrante inferior e superior do lado direito demonstrando que a via de morte celular
desencadeada pelo tratamento fotodinamico foi apopto6tico. Em alguns estudos do Grupo de
Fotobiologia e Fotomedicina de Ribeirdo Preto foi demostrado que as terapias Fotodinamicas
realizadas, desencadearam a via de morte apoptotica como visto neste estudo (FRANCHI, et al.
2016; DAVANZO, et al.,2017; CANDIDO, et al., 2018).

A necrose € um tipo de morte celular causada por indutores de estresse ndo fisiologicos

as células podendo causar ruptura da membrana e extravasamento de organelas celulares
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liberando conteudos toxicos que podem causar processos inflamatdrios posteriores. J& a
apoptose é um tipo de morte celular onde ha vérias alteracdes morfoldgicas caracteristicas na
estrutura da célula dependentes de enzimas, onde ocorre uma morte limpa, levando a minimos

danos aos tecidos circundantes e livres de processos infecciosos. (CHEN, et al., 2018)

Figura 34 - Ensaios de Viabilidade por citometria de fluxo, para determinacdo da via de morte
celular, da linhagem celular melanocitica (B16-F10) incubada com as nanoparticulas na

auséncia e na presenca da QZ em condicéo de luz, utilizando fluéncias de 1,0 a 25 J/cm?, com

concentrages de C1=111 pg/mL e C2 = 222 ng/mL.
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Fonte: elaborada pela Autora.

Este ensaio bioldgico, diferente do MTT, é baseado na utilizagdo do KIT Guava Nexin
(Merck Millipore). A marcagdo com Anexina € um dos testes mais utilizados para avaliar
mecanismo de morte celular, por apoptose ou necrose. Entretanto, observou-se diferentes
viabilidades em comparacdo com o MTT, isto pode ser devido a uma emissdo basal das
nanoparticulas nos canais de emissao do citdbmetro de fluxo Guava Easy Cyte 8HT, como este
equipamento é um modelo basico convencional, ndo € possivel determinar se a viabilidade é

real ou apenas aumentada em relagdo a emissdo das nanoparticulas.
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5.4.5. MICROSCOPIA CONFOCAL

Nos estudos de microscopia confocal, foi possivel observar diferentes perfis de
internalizacdo das nanoparticulas pelas linhagens celulares fibroblastdide (Figura 35) e
melanocitica (Figura 36).

Nos estudos de microscopia foi utilizado dois marcadores celulares, o DAP que é um
marcador fluorescente que se liga fortemente as regides de Adenina-Timina no DNA sendo
possivel visualizar o nucleo celular (KARG., 2018). Ja a Faloidina tem alta afinidade e
capacidade de se ligar na actina filamentosa, estes filamentos se localizam no citoplasma da
célula (NATARAJAN, et al., 2018). A quinizarina apresenta caracteristicas espectroscépicas
préprias sendo possivel a sua visualizacdo na microscopia confocal e a partir da marcacgéo tanto
do nucleo e citoplasma foi possivel identificar o local de internalizacdo das nanoparticulas
contendo Quinizarina.

Na linhagem fibroblastéide a regido com marcacdo pelas nanoparticulas pode ser
determinada como peri-nuclear, podendo corresponder regido onde se encontra a organela de
sintese e transporte de varias substancias, o reticulo endoplasmatico. Entretanto na linhagem
melanocitica B16-F10, a internalizacdo do corante se deu na totalidade da célula, altamente
concentrada no ndcleo mas também no citoplasma, optou-se entdo para esta determinacdo, a
utilizacdo do método “Z-Stack” no microscopio confocal, em que consiste obter imagens de
diferentes planos focais, e efetuar o empilhamento digital para formacdo de uma imagem

tridimensional (3D).
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Figura 35 - Microscopia confocal demonstrando a internalizagédo do corante fotossensibilizador
(Q2). Na linhagem celular NIH-3T3, apds 3h de incubagdo com QZ/NP e realizou-se 24 h ap6s
o tratamento, em azul o DAPI — marcacdo nuclear, em amarelo a Quinizarina e em verde o

Alexa Fluor 488 — marcacgédo com faloidina dos filamentos de actina.
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Fonte: elaborada pela Autora.
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Figura 36 - Microscopia confocal demonstrando a internalizagéo do corante fotossensibilizador
(QZ). Na linhagem celular B16-F10, apds 24h de incubacdo com QZ/NP, em azul o DAPI —

marcacgdo nuclear, em amarelo a Quinizarina, com a utilizagdao do método “Z-Stack”.
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Fonte: elaborada pela Autora.

Como foi possivel observar na linhagem melanocitica B16-F10, a internalizacdo da
Quinizarina se deu na totalidade da célula, concentrando na regido do nucleo, mas também no

citoplasma, como visto no método “Z-Stack™ no microscopio confocal. Estes resultados foram
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inovadores, pois ndo havia dados sobre este corante/ farmaco fotossensibilizador como

marcadores celulares descritos na literatura até o presente momento.

6. CONCLUSAO

Neste trabalho foi plenamente possivel desenvolver nanoparticulas com a utilizagao de
uma pré-formulacdo de nanoemulsédo, seguindo-se com aplicacdo da técnica de polimerizacao
que foi dividida em trés etapas. A técnica de atomizacdo pelo Nano Spray Dryer se demonstrou
muito eficiente e ofereceu vantagens visando o escalonamento industrial, com répida obtencéo
das nanoparticulas recobertas com CPSL/PMMA e contendo o corante inovador QZ.

O tamanho das nanoparticulas poliméricas adquiridas se mantiveram abaixo e 300 nm
0 que €é ideal para materiais poliméricos. Os indices de polidispersividade ficaram abaixo de 0,3
demonstrando uma boa homogeneidade na distribui¢do de tamanhos e o potencial Zeta em -30
mV verificando que as formulagbes se mantiveram estaveis durante os 130 dias de
acompanhamento utilizando a técnica de espectroscopia de correlacdo de fétons (DSL-
Dynamic Light Scattering).

Obteve-se imagens por MEV (Microscopia eletrdnica de varredura) onde foi possivel
ver 0 recobrimento das nanoparticulas com CPSL/PMMA, formando morfologia esféricas e
com uma ampla faixa de tamanhos.

Quanto ao método espectro-analitico proposto foi obtido com sucesso, a partir das
curvas padrdo analitica de quantificacdo pelas andlises espectroscopicas, por absorcdo e
emissdo de fluorescéncia no UV-Vis. Foi possivel quantificar o ativo encapsulado na
formulagdo, obtendo-se mais que 70% de rendimento apds atomizacdo em Nano Spray Dryer.

No teste de internalizacdo (uptake) em células sadias fibroblastoide e cancerigena
melandmica foi possivel observar que a Nanoparticula polimérica contendo Quinizarina teve
uma maior internalizacdo pelas células quanto comparado com a Quinizarina livre.
Demostrando que as nanoparticulas contendo os polimeros CPSL/PMMA tiveram alta
biocompatibilidade celular.

Além disso, nos testes bioldgicos foi observada uma baixa toxicidade da nanoparticulas
vazia, e toxicidade das nanoparticulas contendo ativo, corroborando com dados da literatura
devido possivel atividade bioldgica do corante (anti-neoplésica), em estudos com luz (LED) foi
possivel obter viabilidade de 5%, com efeito fotodinamico esperado. Nos ensaios bioldgicos

complementares em citometria por Anexina os mesmos perfis de viabilidade celular ndo foram
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possiveis de serem confirmados devido a emissdo basal das nanoparticulas nos canais do
citdbmetro utilizado.

Dentre as principais vantagens deste sistema nanoestruturado, as particulas produzidas
tém um baixo custo de producdo, resultaram maior eficiéncia de internalizacdo do principio
ativo nanoveiculado em relacdo ao livre. Além disso observou-se claramente um efeito
sinérgico na aplicacdo do LED azul e da concentracdo de 222 ug/mL de QZ na linhagem de
B16-F10.

Com todos estes resultados, temos que a viabilidade comparada com o controle de ativo
livre (QZ em DMSO ndo citotoxico) demonstrou viabilidade maior que o que o nanoparticulado
sendo mais eficiente. Além disso observamos que a utilizacdo da TFD foi efetiva, e o efeito da
QZ e da producdo das espécies reativas foram efetivas induzindo o efeito de morte celular,
confirmando a inovacdo tecnoldgica esperada uma vez que a QZ ainda é uma molécula pouto
explorada no contexto terapéutico e de TFD.

Portanto este trabalho pode dar inicio a estudos in vivo propondo ensaios clinicos futuros
com QZ nanoestruturada, dando possibilidades para tratamentos de cancer de pele. Como
perspectivas futuras, maiores estudos devem ser executados a fim de se determinar os fatores
que levam a morte celular das células incubadas com Quinizarina para confirmar seu

mecanismo de atuacdo anti-tumoral, e determinacao para utilizacdo em testes in-vivo.
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