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fototoxicidade no qual € mensurando a viabilidade celular pela integridade da membrana celular.
Baseia-se no fato que as células mortas absorvem o Azul de Tripan para seu citoplasma por perda de
seletividade da membrana. Para a avaliacdo da viabilidade foi utilizado o método de exclusdo por Azul
de Tripan. Esse teste permite separar células vivas de mortas, pois células viaveis ndo permitem a
entrada do corante, ja as células mortas ficam coradas em azul e as incolores vivas. Trata se de um
método eficaz, pois 0 método é barato e o rompimento da membrana plasmatica é um fato que
determina a morte celular. Ap6s os ensaios de cito e fototoxicidade, apds um periodo de 24 horas, 0
meio foi retirado e adicionado o Azul de Tripan na concentracdo de 0,2%, e incubado por 5 minutos.
Apds esse periodo, o Tripan foi retirado e foi adicionado PBS, e os grupos foram analisados em
microscopio invertido, onde foram capturadas imagens das células. Para cada grupo foram capturadas
imagens de 10 campos aleatorios. As células vivas e mortas foram analisadas utilizando o software

ImageJ.
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RESUMO

A Terapia Fotodinamica (TFD) € proposta como um procedimento terapéutico
promissor minimamente invasivo que emprega trés elementos essenciais para induzir a
morte celular: um fotossensibilizador, luz de um comprimento de onda especifico e
oxigénio molecular. Os fotossensibilizadores classicos usados no protocolo de TFD
apresentam algumas desvantagens que limitam sua aplicacdo clinica, como a baixa
solubilidade em meio aquoso. O uso da nanotecnologia tem sido considerado, uma vez
que fornece muitas ferramentas que podem ser aplicadas a TFD para contornar essas
limitacOes e trazer novas perspectivas para a aplicacédo desta terapia para diferentes tipos
de doencas. Neste trabalho, nanoparticulas de poli (&cido latico) (PLA) foram
desenvolvidas para encapsular a zinco ftalocianina (ZnPc), um fotossensibilizador
hidrofébico, utilizado em TFD. O método de emulsificacdo dupla foi aplicado para
produzir nanoparticulas de NPLA-ZnPc que foram caracterizadas por medidas de estado
estacionario, tamanho de particula, potencial zeta, espalhamento dindmico de luz,
morfologia, eficiéncia de carregamento e liberacdo de farmaco. Na sequéncia, estudos
in vitro foram realizados com e sem luz, conforme descrito pelos protocolos de TFD,
utilizando células de gliossarcoma (9 L/LacZ) como modelo bioldgico, para avaliar o
fotodano do fotossensibilizador quando incorporado na formulacdo polimérica. O
tamanho médio das nanoparticulas apresentadas foi de 384,7 + 84,2 nm, com indice de
polidispersidade (PDI) de 0,150 £ 0,015 nm, e a eficiéncia de encapsulacéo foi de 83%.
As formulagdes de nanoparticulas apresentaram valores de potencial zeta negativos (-
27,5 £ 1,0 mV), explicando sua estabilidade coloidal. Os parametros fotofisicos
caracteristicos foram analisados: o perfil do espectro de absor¢cdo mostra que o
fotossensibilizador carregado nas nanoparticulas ndo sofre alteracdo em suas
propriedades fotofisicas apos o processo de encapsulamento. Um perfil de liberacédo
sustentada ao longo de 168 h foi obtido, com um perfil de liberacdo de ZnPc bifésico.
Um efeito fototoxico in vitro na faixa de 80% foi observado em células de gliossarcoma
9 L/LacZ em doses de luz laser (10 J.cm) com 3,0 pug.mL de ZnPc. A ZnPc carregada
nas nanoparticulas poliméricas apresentou estabilidade fisica adequada, boas
propriedades fotofisicas, perfil de liberacdo sustentada e atividade in vitro adequada para
ser considerada uma formulagdo promissora para TFD. Com base nos resultados obtidos,
é esperado que a utilizacdo de nanoparticulas de PLA encapsuladas com ZnPc possa ser
um adjuvante promissor no tratamento de neoplasias baseadas na aplicacdo de
protocolos utilizando TFD, sendo que este modelo de sistema de liberagdo para
aplicacdes em TFD visa contribuir para o aprimoramento tecnoldgico e cientifico do pais
em area inovadora e com potencial elevado de impacto social.

Palavras-chave: Fotossensibilizador. Nanoparticulas. Poli (acido latico). Terapia
Fotodindmica.



SYNTHESIS OF POLYLACTIC ACID NANOPARTICLES (PLA) BY
DOUBLE EMULSIFICATION FOR PHOTOPROCESS APPLICATION

ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) has been proposed as a promising minimally invasive
therapeutic procedure that employs three essential elements to induce cell death: a
photosensitizer, light of a specific wavelength, and molecular oxygen. The classicals
photosensitizers used in PDT protocol has shown some drawbacks that limit its clinical
application such as low solubility in aqueous medium. The use of nanotechnology has been
considered since it provides many tools that can be applied to PDT to circumvent these
limitations and bring new perspectives for the application of this therapy for different types
of diseases. In this work, nanoparticles of poly (lactic acid) (PLA) were developed to
encapsulate zinc phthalocyanine (ZnPc), a hydrophobic photosensitiser used in PDT. A
double emulsification method was applied to produce NPLA-ZnPc nanoparticles which were
characterized for steady state measurements, particle size, zeta potential, dynamic light
scattering, morphology, loading efficiency and drug release. In sequence, in vitro studies were
performed with and without light, as described by the PDT, protocols using gliosarcoma cells
(9 L/LacZ) as a biological model, to evaluate the photodamage of the photosensitizer when
incorporated in polymeric formulation. The mean nanoparticle size presented particle size was
384.7 £ 84.2, nm with polydispersity index (PDI) of 0.150 + 0.015 nm, and the encapsulation
efficiency was of 83%. The nanoparticle formulations presented negative zeta potential values
(- 27.5 £ 1.0 mV), explaining their colloidal stability. The characteristic photophysical
parameters were analyzed: the absorption spectrum profile show that the photosensitizer
loaded in nanoparticles does not suffer changing in its photophysical properties after the
encapsulation process. A sustained release profile over 168 h was obtained with a biphasic
ZnPc release profile. An in vitro phototoxic effect in range of 80% was observed in 9 L/LacZ
gliosarcoma cells at laser light doses (10 J.cm™?) with 3.0 pg.mL™ of ZnPc. The ZnPc loaded
within polymeric nanoparticles presented suitable physical stability, good photophysical
properties, sustained released profile and suitable activity in vitro to be considered a promising
formulation for PDT. Based on the results obtained, it is expected that the use of PLA
nanoparticles encapsulated with ZnPc can be a promising adjuvant in the treatment of
neoplasms based on the application of protocols using TFD, and this model of delivery system
for applications in TFD aims to contribute to the technological and scientific improvement of
the country in an innovative area with a high potential for social impact.

Keywords: Photosensitizer. Nanoparticles. Poly (lactic acid). Photodynamic therapy.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia é uma area extensa e heterogénea na qual estruturas em escala
nanomeétrica sdo projetadas, fabricadas, caracterizadas e aplicadas. O interessante € que as
propriedades das nanoparticulas podem ser manipuladas para modificar seu tamanho ou forma,
,sem afetar sua composi¢cdo quimica. Sistemas nanoestruturados apresentam tamanho na escala
nanomeétrica e visam contribuir para o aprimoramento tecnoldgico e cientifico do pais em area
inovadora e com potencial elevado de impacto social. Entre os desenvolvimentos mais
importantes em nanomedicina estdo os sistemas de diagnostico para a deteccdo precoce de
doencas, revestimentos para melhorar a biocompatibilidade de implantes ou proteses, aditivos
para melhorar a solubilidade e biodisponibilidade de drogas, materiais para engenharia tecidual,
medicina regenerativa e biomimética, sistemas de encapsulamento, transporte e administracéo
direcionada e controlada de farmacos e genes para tecidos ou células especificas, adjuvantes
para vacinas e terapias antitumorais, entre outras.

O cancer € responsavel por muitas mortes no mundo, sendo um dos grandes problemas
de saude publica em paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Essa doenca é responsavel
pelo crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgaos, formando tumores que
podem se espalhar por todo o organismo.

Existem muitos tratamentos convencionais, os quais incluem cirurgia, medicacdo tdpica,
radioterapia e quimioterapia. Em muitos casos, mais de uma modalidade € necessaria para o
completo tratamento da regido afetada. Esses tratamentos sdo frequentemente agressivos e
apresentam diversas reacdes, como cansaco, perda de apetite, nauseas, insdnia, dor, entre
outros, prejudicando a qualidade de vida dos pacientes (SALVETTI et al., 2020).

Uma tecnologia promissora no tratamento de cancer, a Terapia Fotodinamica (TFD), se
destaca frente aos tratamentos convencionais, devido ao baixo efeito colateral e a baixa
toxicidade, podendo ser aplicada diversas vezes em um curto periodo, além de ser uma técnica
seletiva, ou seja, atinge a regido lesionada, em detrimento as celulas saudaveis. A técnica
consiste na combinacdo de um farmaco fotossensivel (FS), luz em um comprimento de onda
adequado e oxigénio molecular, gerando espécies reativas de oxigénio como o oxigénio singlete
, considerado a principal espécie responsavel pela morte celular.

A técnica envolve trés pilares: fotossensibilizador (FS), oxigénio molecular e luz (que
usualmente vem sendo usada na forma de ldampadas de LED ou lasers) em um comprimento de
onda especifico, ocasionando a morte da célula-alvo por agéo de espécies reativas de oxigénio,

como o oxigeénio singlete.
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A TFD vem sendo usada no Brasil para tratamentos dermatologicos desde 2006 e com 0s
avancos recentes da modalidade, em 2014 passou a ser aplicada no pais, usando como fonte
luminosa a luz do dia para tratamento de ceratose actinica na USP de Ribeirdo Preto. Em 2016,
pesquisadores do Instituto de Fisica da USP S&o Carlos firmaram uma parceria com a
Universidade da Carolina do Norte, a fim de estudar o uso de nanoparticulas em Terapia
Fotodinamica para o tratamento do cancer de pele do tipo ndo-melanoma.

A maioria dos fotossensibilizadores, como a Zinco Ftalocianina (ZnPC), sdo hidrofébicos
e pouco soltvel em agua, tendendo assim a formar agregados sob condigdes fisioldgicas, o que
reduz a eficécia de acdo. O carregamento adequado de fotossensibilizadores em nanoparticulas
buscando maior solubilidade aquosa e maior tempo de residéncia no plasma podem tornar a
administragdo intravenosa muito facil e aumentar a eficiéncia da TFD no organismo, evitando
a agregacao dos fotossensibilizadores.

Dentre os sistemas de liberacdo de farmacos (chamados de drug delivery systems — DDS),
destacam-se 0s sistemas nanoparticulados. As nanoparticulas tém sido utilizadas como um
veiculo de entrega de drogas, agentes de contraste de imagem ou para ambos, e mostraram sua
capacidade de melhorar a eficacia dos métodos de imagem e terapia existentes, especialmente
na deteccdo e tratamento do céancer, incluindo TFD. O sucesso pode ser atribuido as muitas
vantagens resultantes das propriedades inerentes das nanoparticulas, incluindo seu tamanho,
matrizes inertes e ndo toxicas, bem como sua engenharia flexivel que permite varias
modificacdes em suas propriedades e multifuncionalidade (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

O acido polilatico (PLA) é um homopolimero de poliéster biocompativel comumente
usados no desenvolvimento de formulagdes biomédicas. As nanoparticulas de PLA tém sido
utilizadas em sistemas de entrega de drogas para uso sistémico e tdpico, para encapsular
compostos hidrofébicos e melhorar as limitagfes de solubilidade (JAHNO, 2005).

Com base no exposto acima, o objetivo deste trabalho é desenvolver nanoparticulas de
PLA como modelo de sistema de liberacéo de farmacos e encapsular a zinco ftalocianina (ZnPc)
como modelo de bioativo para aplicacdes em Terapia Fotodinamica. A nanotecnologia focada
no desenvolvimento de sistemas de liberagdo de farmacos busca contribuir com a capacitacao
cientifica, tecnoldgica e de inovacdo, possibilitando a melhoria na biodisponibilidade e a

reducdo da dose terapéutica e toxicidade.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER

Segundo o Instituto Nacional de Céancer José¢ Alencar Gomes da Silva (INCA), “a mais
recente estimativa mundial, ano 2018, aponta que ocorreram no mundo 18 milhdes de casos
novos de cancer (17 milhdes sem contar os casos de cancer de pele ndo melanoma) e 9,6
milhdes de obitos (9,5 milhdes excluindo os canceres de pele ndo melanoma)” (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019, p. 25).

Este fator para o crescimento da incidéncia do cancer se da pelo aumento da exposi¢édo
dos individuos a fatores de risco. Os padrdes de vida mudaram, como a alimentacdo e o
consumo desenfreado de produtos industrializados, com reflexo no perfil epidemioldgico da
populacdo em geral. A diminuicdo das taxas de mortalidade e natalidade, devido as alteracfes
no estilo de vida, provoca o prolongamento da expectativa de vida e 0 nimero de idosos, e
consequentemente, aumenta a incidéncia de doencas crénico-degenerativas, especialmente as
cardiovasculares e o cancer (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR
GOMES DA SILVA, 2014,

2014).

Nesse sentido,

E incontestavel o fato de que hoje, no Brasil, o cancer é um problema de sadde plblica
e, por isso, seu controle e prevengdo devem ser priorizados no pais. Assim, foram
incluidas acGes de controle de cancer entre 0s 16 Objetivos Estratégicos do Ministério
da Salde para o periodo 2011-2015, com destaque para as a¢les de reducdo da
prevaléncia do tabagismo e de ampliacdo de acesso, diagndstico e tratamento em
tempo oportuno dos canceres de mama e do colo do Utero, assim como a publicagdo
da nova Politica Nacional de Prevenc¢do e Controle de Cancer na Rede de Atencao as
Pessoas com Doencas Cronicas. (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE
ALENCAR GOMES DA SILVA 2014, p. 63).

O cancer é causado, em todos ou em quase todos os casos, por mutacgdo, ou por alguma
outra forma de ativacdo anormal de genes celulares do crescimento e das mitoses celulares.
Esses genes anormais sdao chamados de oncogenes. A probabilidade de muta¢Ges pode ser
aumentada por muitas vezes quando a pessoa é exposta a certos fatores quimicos, fisicos ou
bioldgicos, incluindo os seguintes: radiagdo ionizante, raios X, luz ultravioleta; substancias
quimicas, como: corante de anilina, fumaca de cigarro, agrotoxicos, dentre outros, que sao
denominados carcinogénicos; irritantes fisicos, como a abraséo continuada do revestimento do

trato intestinal por alguns alimentos; forte tendéncia hereditaria para o cancer (BRASIL, 2014).
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O cancer é um processo patolégico que comeca quando uma célula é transformada por
mutacdo genética do DNA celular, essa célula normal forma um clone e comeca a se proliferar
de maneira anormal. Entdo, essas células adquirem caracteristicas invasivas, podendo infiltrar
tecidos circunvizinhos e ganhar acesso aos vasos linfaticos e sanguineos, que as levam até
outros lugares do corpo. Este fendmeno se chama metéstase (disseminagdo para outras areas do
corpo) (BRASIL, 2012).

De acordo com o Inca (2012), o cancer € uma patologia com localiza¢bes e aspectos
clinicopatoldgicos maltiplos e ndo possui sintomas ou sinais patognoménicos, podendo ser
detectado em varios estagios de evolucdo histopatoldgica e clinica. Destes fatos resulta, em
grande parte, a dificuldade do seu diagnoéstico e a afirmativa de que a suspeita de cancer pode
surgir diante dos sintomas, 0s mais variados possiveis.

O paciente, ao procurar um médico, ndo sabe ainda a natureza da sua doenca e, assim,
ndo procura diretamente um especialista. Setenta por cento dos diagnosticos de cancer sao feitos
por médicos ndo-cancerologistas, o que evidencia a importancia destes profissionais no
controle da doenca.

Geralmente, o cancer em estado avangado causa dores, de modo que muitos pacientes
relatam ficar emocionalmente afetados, sendo uma sensacdo que se mistura a dor da lesdo.
Segundo Costa e Chaves (2012):

Dor do cancer tem caracteristicas de dor aguda e crdnica. Como dor aguda, a dor de
cancer esta diretamente associada com lesdo tecidual. Quando a dor do cancer persiste
ou agrava, ela pode servir como sinal da progressao da doenca e criar a sensagdo de
desesperanca porque 0s pacientes temem que ndo vale & pena continuar desse jeito, ou
pacientes perdem o sentindo da vida se deem viver em dor, sendo necessario maior
aprofundamento sobre o tratamento da dor oncolégica. (COSTA; CHAVES, 2012,
p.46).

O médico chega a uma suposi¢do diagnostica através de varias etapas, durante as quais
deve proceder a uma andlise cuidadosa, com base, principalmente, em seu conhecimento do
caso e da patologia, olhando sempre o paciente como um todo, ndo se restringindo ao sistema-
alvo da sua especialidade. Neste processo, toma diversas decisfes, cujo acerto ou erro repercute
sobre a sobrevida do paciente e/ou sua qualidade de vida. No Brasil, muito ainda precisa ser
feito para que os médicos assumam a responsabilidade que lhes cabe quanto a prevencao e ao
controle do cancer. A adequacdo das condutas diagndsticas e terapéuticas e a agilidade no
encaminhamento do caso constituem o amago do exercicio efetivo de tal responsabilidade.

O diagnostico de cancer, atualmente, ainda é estigmatizado. O paciente oncoldgico

vivencia inimeras alteracfes nas suas necessidades biopsicosdcio-espirituais, dentro de sua
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realidade objetiva, em consequéncia a evolucéo, as formas de tratamento e aos preconceitos e
estigmas relacionados a propria doenca (KAZMIRCZAK, 2016).

2.2 TERAPIA FOTODINAMICA

A Terapia Fotodindmica (TFD) vem se destacando como um tratamento promissor para
doencas bacterianas, tratamentos odontolégicos, dermatoldgicos e no tratamento de neoplasias
(ISSA; MANELA-AZULAY, 2010).

De acordo com Setlik e Silva (2015), a busca por alternativas para curar as diversas
doencas da vida, ocorre desde o antigo Egito, sendo descrito, na literatura, que alguns
compostos ativados pela luz sdo utilizados para o tratamento de doencgas de pele. Com a
descoberta da TFD, ha mais de cem anos, tem-se observado a inativacdo de microorganismo
corados pela laranja de acridina e esses expostos a luz.

De acordo com Mendonca (2016), algum tempo depois, a TFD foi usada na terapia do
cancer, com aplicacdes topicas. A TFD utiliza uma fonte de luz e um agente fotossensibilizador.
Esta técnica vem sendo investigada, principalmente, para o tratamento de céncer e na foto
inativacdo de microrganismos (Terapia Fotodindmica Antimicrobiana — TFDa), por exemplo,
no tratamento da onicomicose e na descontaminacdo oral (SILVA et al., 2013, 2015;
PANHOCA et al., 2016). A associacao de luz e produtos quimicos para o tratamento de doencas
de pele é amplamente utilizada na dermatologia. Esse processo € denominado
fotoquimioterapia e 0 melhor exemplo da técnica é a associacao de psoraleno e luz ultravioleta
(ALLISON; MOGHISSI, 2013; RKEIN; OZOG, 2014; SILVA et al., 2015; FUJITA et al.,
2016).

A TFD pode ser considerada uma forma particular de fotoquimioterapia que utiliza
fotossensibilizador, luz e oxigénio molecular. A TFD é definida como uma reacgéo fotoquimica
usada para destruir seletivamente o tecido. E uma técnica terapéutica em dois estagios, em que
0 uso de um sensibilizador tépico ou sistémico € seguido de radiacdo de luz visivel. Os
fotossensibilizadores, administrados exogenamente ou formados endogenamente, sdo ativados
pela luz e transferem energia para o oxigénio molecular, gerando espécies reativas de oxigénio
para induzir a morte celular (SETLIK; SILVA, 2015).

Para o tratamento de tumores do trato gastrointestinal, tumores cerebrais ou tumores
broncopulmonares, os fotossensibilizadores sdo administrados por via oral ou intravenosa. Para
tumores endometriais ou carcinoma da bexiga, eles sdo geralmente administrados por
instilacdo, enquanto para o tratamento de tumores de pele os medicamentos séo eficazes quando
aplicados topicamente (MENDONCA, 2016).
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O principio de acdo da TFD é baseado na interacdo da luz com uma substancia
fotossensivel ou fotossensibilizante (foto aceptor exdgenos). Esta substancia tem a capacidade
de absorver a luz (processo foto fisico e ou fotoelétrico) e assim realizar 0s processos
fotoquimicos de transferéncia de energia. Como consequéncia, gera elevada quantidade de
radicais livres, que estimulam o processo inflamatorio, podendo desencadear a morte celular,
por mecanismos de apoptose, necrose ou autofagia (FUJITA et al., 2016; OZOG et al., 2016;
PINTO et al., 2017). (Figura 1).

O procedimento para acdo da TFD envolve as seguintes etapas: (1) o fotossensibilizador,
apo6s ser administrado sistemicamente, ou topicamente, se acumula preferencialmente nos
tecidosalvo; e (2) a luz, em comprimento de onda apropriado, € direcionada para o tecido-alvo
para induzir uma reacdo fotodindmica entre o fotossensibilizador opticamente excitado e
moléculas de oxigénio molecular circundantes, de modo a produzir espécies reativas de
oxigénio (EROS) (ver Figura 1) (NOKES et al., 2013; RODRIGUES et al., 2014, 2015;
FUJITA, 2016; OZOG et al., 2016).

Figura 1 - Cinética de reacdo de fotossensibilizacdo levando a TFD (tipos I e I1).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As reagdes do tipo | envolvem uma transferéncia direta de elétron/hidrogénio para o
fotossensibilizador, produzindo ions ou abstragdo de elétron/hidrogénio de uma biomolécula,
para formar radicais livres. Estes radicais reagem rapidamente, geralmente com oxigénio
molecular, resultando na producdo de EROS, como anion superdxido, peroxido de hidrogénio
e radicais hidroxila. As reag0es do tipo 11 envolvem um reacdo de transferéncia de energia entre
o fotossensibilizador no estado triplete excitado e uma molécula de oxigénio molecular,

resultando na formacéo de oxigénio singlete, o primeiro estado do oxigénio eletronicamente
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excitado e altamente reativo. As espécies reativas assim produzidas, via rea¢des do tipo | ou Il,
atacam as membranas plasmaticas ou organelas subcelulares como a mitocéndria, membrana
plasmatica, aparelho de Golgi, lisossomos, endossomos e reticulo endoplasmatico, levando a

morte celular por apoptose, necrose e autofagia (SETLIK; SILVA, 2015).

2.3 FOTOSSENSIBILIZADORES

A Terapia Fotodindmica (TFD) envolve a administragdo sequencial de
fotossensibilizadores (FS) e luz aos pacientes. O derivado da hematoporfirina, Photofrin®
primeiro medicamento clinicamente aprovado, e atualmente o medicamento mais amplamente
utilizado em TFD (ALMEIDA, 2011). Ele é utilizado no tratamento de tumores (canceres de
esofago e endobronquico) e para displasia de alto grau no esofago de Barrett (ALVES, 2010).
Eles foram considerados eficazes para o tratamento de canceres de pele ndo-melanoma, mas a
fotossensibilidade cutanea prolongada limita seu uso a um pequeno numero de pacientes
selecionados com lesdes generalizadas e cirurgicamente inoperaveis (GOMES. 2012).

Estes fotossensibilizadores, chamados de “primeira geragdo”, apresentam varias
desvantagens para aplicacdo clinica: (1) Photofrin® carece de uma estrutura molecular
definida, pois é uma mistura de oligdmeros formado por ligacdes éter e éster de até oito
unidades de porfirina (SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002), e isso torna a interpretacao
de seus dados farmacocinéticos dificil; (2) Photofrin® requer luz de excitacdo em 630 nm para
atingir a penetracdo suficiente no tecido, embora o pico de absor¢do em 630 nm corresponda
ao comprimento de onda com pico de absor¢do mais fraco do Photofrin® resultando em baixa
eficiéncia em TFD (FERREIRA, 2003); (3) seu acumulo na pele e eliminacdo lenta do
organismo causam fotossensibilidade cutanea prolongada, com duragéo de pelo menos 30 dias,
mas frequentemente até 90 dias ou mais (BERTOLIN, 2009). Portanto, houve uma forte
necessidade de producdo de fotossensibilizadores com propriedades melhoradas, em
comparagdo com Photofrin®.

Idealmente, um fotossensibilizador deve: (1) ser composto de um Gnico produto quimico
de estrutura molecular definida em um sistema altamente purificado e em uma forma estavel;

(2) possuir alta capacidade de fotossensibilizagdo; (3) possuir alta fotoestabilidade; (4)
apresentar uma absorbancia relativamente alta em comprimentos de onda mais longos, para
maior penetracédo no tecido; (5) ndo exibir toxicidade no escuro; (6) ndo exibir fototoxicidade

cutanea de longo prazo; (7) se acumular seletivamente no tecido-alvo; e (8) sofrer eliminacédo
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rapida do corpo, para evitar fotossensibilidade prolongada (SIMPLICIO; MAIONCHI,
HIOKA, 2002).

Por isso, foram desenvolvidos os fotossensibilizadores de “segunda geracdo”, que
possuem estruturas definidas e/ou banda de absor¢éo principal em comprimento de onda mais
longo, na regido de 650-800 nm, que é chamada de janela terapéutica, regido onde a penetracao
de luz no tecido € maximizada, sem a interferéncia de compostos endogenos (FERREIRA,
2003).

Este grupo de FS de segunda geracéo inclui ftalocianinas, derivados de benzoporfirina,
clorinas, bacterioclorinas e outros. (Figura 2). Esses avancos e resultados de ensaios clinicos
bem desenhados e em andamento outros , argumentam a favor de um maior desenvolvimento
da TFD com a entrega sistémica da droga como uma modalidade terapéutica viavel em breve.
Finalmente, uma melhor compreenséo dos mecanismos subjacentes a apoptose induzida pela
TFD e modulacédo das respostas imunes , pode abrir novas perspectivas interessantes da TFD
sistémica para varias novas aplicacfes terapéuticas, nomeadamente doengas inflamatérias e
infecciosas da pele (PERUSSI, 2007).

Figura 2 - Estrutura quimica de alguns fotossensibilizadores de segunda gerag&o.

/
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Fonte: Elaborado pelo autor.

2.4 ZINCO FTALOCIANINA (ZNPC)

As ftalocianinas (PCs) sdo um tipo de fotossensibilizador com promissoras propriedades
eletroquimicas, fotoquimicas e térmicas (MONDAL, 2014).
PCs séo heterociclos aromaticos que consistem em quatro unidades de isoindoles ligados

por atomos de nitrogénio. Eles tém um espectro de absor¢do UV-vis caracteristico com duas
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bandas principais: a banda Soret fraca localizada na zona UV do espectro a ~ 350 nm e a banda
Q, localizada na zona vermelha do espectro visivel em torno 680 nm, cuja alta intensidade é
uma das principais caracteristicas destes corantes com um coeficiente de extin¢do molar de 1 x
10° mol.L'em™ |, duas ordens de magnitude maiores do que a maioria das porfirinas
(SEMYACHKINAGLUSHKOVSKAYA, 2020).

Suas propriedades fotoquimicas sdo fortemente influenciadas pela natureza do ion
metalico central coordenado ao macrociclo. Assim, a presenca de elementos diamagnéticos na
cavidade central, como zinco (11), aluminio (I11), galio (111) ou silicio, da-lhes altos rendimentos
quanticos tripletos (&> 0,4) com vida longa para o estado triplete (t7> 100 ps), tornando-0S
geradores eficientes de oxigénio singlete (Pa> 0,4) (DURMUS, 2007).

A zinco ftalocianina (ZnPc) (Figura 3) tem caracteristicas vantajosas, incluindo baixa
toxicidade no escuro, alta estabilidade quimica e fotoquimica, alto efeito terapéutico,
fotossensibilidade minima da pele e excitacdo em comprimentos de onda maiores do que 630

nm, o0 que permite maior penetracao da radiacdo no tecido (SIBATA et al., 2004).

Figura 3 - Estrutura quimica do fotossensibilizador zinco ftalocianina (ZnPc).

Zinco Ftalocianina (ZnPC)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apesar dessas caracteristicas atrativas, uma desvantagem das PCs é sua baixa
solubilidade em solugdo aquosa, o que limita sua aplicacéo clinica (LI et al., 2019). Por outro
lado, a formacdo de agregados em solugdo diminui a capacidade de produzir oxigénio singlete,
porque a atividade fotoquimica esta relacionada exclusivamente as espécies monoméricas (DE
SOUZA et al., 2018).
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Assim, os agregados diminuem ndo sé a fotoatividade do FS, mas também limitam o
acesso a células neoplésicas, afetando sua biodisponibilidade (TSUBONE, 2014). Uma das
maneiras de solucionar o problema de solubilidade e formacdo de agregados em ambiente
fisiolégico € a veiculacdo das ftalocianinas em sistemas de liberacdo de farmacos, como 0s
sistemas nanoparticulados (TSUBONE, 2014).

2.5 NANOPARTICULAS DE ACIDO POLILACTICO POR DUPLA EMULSIFICACAO/
EVAPORACAO DO SOLVENTE

Emulsdes duplas, chamadas de emulsdes Agua-Oleo-Agua (A/O/A), consistem em goticulas de dgua
dispersas em 0leo ou glébulos de 6leo/polimero, e finalmente dispersas em uma fase aquosa. Tal
estrutura se apresenta altamente interessante para encapsular moléculas muito diferentes e até mesmo
incompativeis (por exemplo, hidrofdbicas e hidrofilicas) em um Unico transportador (GOMES, 2015).

Nos ultimos 30 anos, as emulsbes duplas tém recebido um importante interesse na
formulacéo de produtos farmacéuticos, incluindo transportadores de drogas, sangue substituto
(LI et al., 2016), vacinas e vitaminas (LI et al., 2012) e enzimas (HUANG et al., 2015).
Portanto, o projeto de emulsbes duplas foi amplamente modificado em funcdo das
especificacOes e da diversidade das aplicacdes pretendidas.

Na verdade, diferentes tipos de emulsdes duplas foram desenvolvidos, como emulsao
dupla a base de dleo, microparticulas poliméricas, nanoparticulas (IQBAL et al., 2015),
nanocapsulas , molde de emulsBes duplas para a geracdo de micelas e lipossomas (ALLEN;
CULLIS, 2013). No entanto, a particularidade comum de todos esses sistemas reside no fato de
que foram preparados por um processo de emulsificacdo em duas etapas. Conclui-se, dai, que
uma compreensao profunda deste processo de emulsificagdo de “duas etapas” parece crucial
para a preparacdo, adaptacéo e otimizacdo de emulsées duplas.

A literatura revisou varios aspectos especificos relacionados as emulsées duplas, como
sua estabilidade estrutural, os fendmenos de transporte entre as diferentes fases, Poli (lactideo-
coglicolideo) carreador polimérico a base de emulsdo dupla (IQBAL et al., 2015), formulagéo
microfluidica de emulsdes duplas (CHONG et al., 2015) e assim por diante.

Devido as vantagens reais dos polimeros biocompativeis, como o PLGA, Poli (acido
latico) (PLA) e Poli-e caprolactona PCL no encapsulamento e liberagdo controlada de
moléculas hidrofilicas (como as ftalocianinas), tais sistemas micro e nanoparticulados foram
inicialmente preparados com emulsdo dupla como molde de acordo com um método de

emulsificacdo de dois passos.
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Ogawa et al. (1987) descreveram primeiramente o procedimento experimental padrao
como segue: 1) O polimero é dissolvido no solvente organico, imiscivel com &gua, no qual sdo
solubilizados os medicamentos hidrofilicos. A emulsédo A/O é fabricada com essas duas fases;
2) A emulsdo dupla A/O/A é entdo formulada com (outra) fase aquosa externa; 3) A ultima
etapa consiste na evaporacao do solvente organico, precipitando o polimero na forma de micro
ou nanocapsulas sdlidas.

Inicialmente, Ogawa et al. (1987) sintetizaram microparticulas de PLA ou PLGA para
ser dissolvido em diclorometano usado como fase oleosa, e um analogo hidrofilico do horménio
luteinizante foi encapsulado na matriz de microparticulas poliméricas de acordo com o método
descrito acima. Uma vez que nenhum surfactante hidrofébico foi adicionado a fase de éleo,
uma ampla distribui¢do de tamanho de microparticulas foi obtida (de 30 a 125 um), o tamanho
foi controlado apenas pelo parametro de processamento (usando peneiras de diferentes
aberturas).

Os polimeros tornaram-se veiculos de entrega de drogas cada vez mais populares nas
ltimas décadas para aplicagbes que variam de terapia direcionada para neoplasias (VIANA,
2015), modulacdo do sistema imunoldgico. Farmacos encapsulados ou conjugados com
polimero sdo frequentemente mais eficazes do que seus constituintes em sua forma livre, uma
vez que o farmaco associado ao polimero é protegido da degradacdo (RUELA, 2015). Esta
protecdo se traduz em uma meia-vida bioldgica mais longa e eficacia potencialmente melhorada
com efeitos colaterais sisttmicos reduzidos (CARVALHO, 2015).

O Poli (4cido latico) (PLA) exibe muitas das propriedades ideais de um sistema de entrega
em nanoescala, proporcionando liberagdo de longo prazo do agente encapsulado
(TRACZYNSKI, 2016). Moléculas bioativas, proteinas e acidos nucleicos que sao
encapsulados em nanoparticulas de PLA demonstraram atividade aprimorada em uma
variedade de aplicacbes de doencas (SANTOS, 2019). Porém, o desenvolvimento de
nanoparticulas de PLA sintetizadas pelo método de dupla emulséo/evaporacgéo do solvente para

encapsular ftalocianinas tem recebido pouca atencdo pela comunidade académica.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho tem como objetivo sintetizar e caracterizar nanoparticulas de PLA fabricadas
pelo método de dupla emulsificacdo/evaporagdo do solvente para encapsular a zinco

ftalocianina (ZnPc) como modelo de sistema de liberacdo para aplicacdes em Terapia

Fotodinamica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver nanoparticulas de PLA pelo método de dupla emulsificacdo/evaporacédo do
solvente;

® Encapsular o farmaco fotossensibilizador ZnPc na matriz polimérica;

® Determinar as propriedades fotofisicas e fotoquimicas do sistema nanoparticulado para
aplicagdo em fotoprocessos;

® Estudar a liberacdo in vitro para a formulacdo desenvolvida;

® Avaliar a citotoxicidade e fototoxicidade in vitro do sistema nanoparticulado;

® Analisar a localizacdo intracelular in vitro para as nanoparticulas poliméricas.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos foram realizados no laboratorio de sintese organica localizado no

Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba.

4.1 MATERIAIS

Zinco ftalocianina, dodecilsulfato de sédio (SDS) e brometo de 3-(4,5-dimetil-2- tiazolil)
2, 5-difenil-2H-tetrazélio (MTT) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Alcool polivinilico
(PVA) foi adquirido da empresa Vetec. O polimero poli (&cido latico) (PLA) foi doado pelo
Instituto
Granado de Tecnologia da Poliacrilonitrila (IGTPAN). Os solventes utilizados foram da marca
Synth. A linhagem de células 9 L/LacZ (BCRJ® CRL-2200TM) foi adquirida no Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ) — Brasil. DAPI (4',6'-diamino-2-fenil- indol) (ProLong ™

Diamond Antifade Mountant) foi adquirido da Termofisher.

4.2 PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS DE PLA

ZnPc encapsulada em nanoparticulas de PLA (NPLA-ZnPc) foram obtidas usando a
técnica de dupla emulsdo (A/O/A) descrita por Montiel-Eulefi e colaboradores (2014) com
pequenas modificacOes.

Resumidamente, uma solugdo aquosa de SDS (10 mL, 12 mmol.LY) (A1) foi
homogeneizada com 200 mg de PLA solubilizado em 4 mL de diclorometano (DCM) contendo
o fotossensibilizador ZnPc (20 mg/mL) (O), utilizando um homogeneizador de alta velocidade
(Ultraturrax T18-1KA) por 1 minuto, formando a primeira emulsdo A1/O.

Posteriormente, a emulsdo A1/O formada foi adicionada, gota-a-gota, em um solucgéo
aquosa de dodecil sulfato de sddio (SDS, 12 mmol.L1) (A2) e homogeneizada utilizando alta
velocidade por 5 min. A emulséo A1/O/A, formada foi suavemente agitada em temperatura
ambiente até o solvente ser completamente evaporado (Figura 4). As nanoparticulas foram
purificadas pela aplicacdo de dois ciclos de centrifugagdo (40.000 g) e reconstituida em agua
desionizada. Nanoparticulas na auséncia do FS foram preparadas usando o mesmo metodo,

apenas substituindo a solucdo de fotossensibilizador por DCM.
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Figura 4 - ZnPc encapsulada em nanoparticulas de PLA preparadas pela técnica de dupla emulsao
(A1/0/A2).

Solugdo aquosa A, Solugdo de polimero (0)
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Emulséo A1/0/A, Evaporagdo do solvente

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

A morfologia das nanoparticulas foi examinada por microscopia eletrénica de varredura
- MEV (EVO-MA10, Zeiss-Alemanha). As superficies foram preparadas usando revestimento
de ouro. Imagens de MEV foram tiradas a 10 kV com ampliagéo de 5000, e uma barra de escala

de 10 pum foi usada.

4.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS NPLA-ZNPC

O tamanho de particula e o potencial zeta das NPLA-ZnPc foram medidos usando
espalhamento dinamico de luz (DLS) (Malvern Zetasizer Nano ZS, Malvern, Reino Unido).
Para a medicdo do DLS, as particulas foram dispersas em agua destilada e medidas em um
angulo de dispersdo de 173° a temperatura ambiente. Para o teste de estabilidade, a distribuicdo
de tamanho e o potencial zeta da amostra foram coletados em diferentes tempos de

armazenamento, por 90 dias.
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4.5 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO UV-VIS NO ESTADO ESTACIONARIO

As propriedades fotofisicas das NPLA-ZnPc foram investigadas por espectroscopia de
absorcdo de UV-vis usando um espectrofotdmetro Varian Cary 50 a temperatura ambiente. A
curva de calibracdo foi construida em sete niveis de concentracdo dentro da faixa de 1,0 — 4,0
umol. L pelo método espectrofotométrico, para estabelecer a linearidade do método proposto
e comprovar a lei de Beer. A analise de regresséo pelo quadrado minimo foi realizada para os
dados. A analise de variancia unidirecional (ANOVA) e o teste de falta de ajuste (p = 0,05)

foram utilizados para determinar se 0 modelo linear explica adequadamente os dados obtidos.

4.6 RENDIMENTO DO PROCESSO

Para determinar o percentual de rendimento da sintese, a amostra de p6 de nanoparticulas
obtida foi pesada e o percentual de rendimento calculado usando a equagéo 1, conforme
relatado na literatura (KOLLURU, et al., 2013):

Y (%) = [peso das nanoparticulas] / peso de polimero e FS] x 100 1)

O método de encapsulamento foi realizado em triplicata (n = 3).

4.7 DETERMINACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO (EE)

A quantidade de farmaco adsorvido ou encapsulado nas nanoparticulas de PLA foi
determinada a partir da quantidade de ZnPc livre no sobrenadante ap0s o processo de
centrifugacdo, determinado por espectroscopia de absor¢do por UV-vis. A eficiéncia de
associacao/encapsulamento de ZnPc nas nanoparticulas de PLA foi determinada a partir da

equacéo (2):

EE (%) = ([peso do ZnPc total - peso do ZnPc no sobrenadante]) / (peso do ZnPc total) x 100
)

Uma curva de calibracdo padrdo do pico maximo de absorcdo (a 675 nm) versus
concentragdo, usando concentragdes conhecidas de ZnPc em solugéo alcodlica de DMSO 10%

foi plotada para quantificar a ZnPc livre.
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4.8 AVALIACAO DO DESEMPENHO DE LIBERACAO DO FARMACO IN VITRO

Para avaliar o desempenho de liberacdo de drogas in vitro do FS a partir de nanoparticulas
poliméricas de PLA, 5,0 mg foram dispersas em solugdo tampdo fosfato (PBS) (5 mL, pH =
7,4) e agitadas a 37 °C. Em diferentes intervalos predeterminados, a suspensdao foi centrifugada
e 0 sobrenadante (3 mL) retirado e substituido por solucéo fresca de PBS (3 mL) para continuar
a avaliacdo da liberacdo do medicamento. A concentragdo de ZnPc no sobrenadante foi
determinada pela absorbancia UV-Vis a 675 nm, usando uma curva de calibracdo de ZnPc em
solucdo alcodlica de DMSO 10%. Os dados foram relatados como média + DP, com base em

medidas triplicadas.

4.9 A CULTURA DE CELULAS

A linha celular 9 L/LacZ (BCRJ® CRL-2200TM) foi adquirida no Banco de Células do
Rio de Janeiro (BCRJ) — Brasil, onde foram testadas e consideradas isentas de contaminacéo e
mantidas em meio DMEM (Dulbecco's Meio Eagle modificado) adquirido da Sigma Aldrich,
suplementado com 10% de soro fetal bovino, solucao de penicilina/estreptomicina a 1% (LGC

Biotechnology), embalado em uma incubadora a 37 © C com 5% de COa.

4.9.1 Ensaio de citotoxicidade das NPLA-ZNPC

Todos os testes foram realizados duas repeticdes em quadruplicata em placas de 96 pocos,
e a concentracéo de células foi de 5x10° células por pogo. Para os testes, as NPLA-ZnPc foram
aplicadas nas concentragdes de 3,0 pg/mL e 0,6 pg/mL e incubado por 1 h em camara de cultivo
a 37° C. Apds o tempo de incubagdo, o0 meio com microparticulas foi retirado e adicionado a
200 puL de PBS em cada pogo. Os grupos escuros foram mantidos no escuro € os grup0s
irradiados foram submetidos a exposicao a luz em um dispositivo a base de LED (Biopdi/Irrad-
Led 660). Apds a irradiacdo, o PBS foi retirado de todos os grupos, substituido por um meio

fresco e mantido a 37 °C por 18h, antes dos ensaios do Azul de Tripan.

4.9.2 Ensaio de fotocitotoxicidade das NPLA-ZnPC

O dispositivo LED utilizado nos experimentos de PDT é composto por 54 LEDs, e cada

LED apresenta uma poténcia de 70 mW, emitindo em 660 £ 5 nm e cobrindo uma area de 150
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cm2. A intensidade utilizada foi de 25 mW.cm™ e o tempo de exposicdo de 6 min e 40 s,

totalizando a densidade de energia de 10 J.cm™.

4.10 ANALISE DE VIABILIDADE CELULAR ATRAVES DO METODO DE EXCLUSAO
DE AZUL DE TRIPAN

O ensaio de exclusdo por azul de tripan € um método utilizado para avaliar a
citotoxicidade e a fototoxicidade onde é mensurando a viabilidade celular pela integridade da
membrana celular. Baseia se no fato que as células mortas absorvem o Azul de Tripan para seu
citoplasma por perda de seletividade da membrana.

Para a avaliacdo da viabilidade foi utilizado o método de exclusao por Azul de Tripan.
Esse teste permite separar células vivas de mortas, pois células viaveis ndo permitem a entrada
do corante, ja as células mortas ficam coradas em azul e as incolores vivas. Trata se de um
método eficaz, pois 0 método é barato e o0 rompimento da membrana plasmética é um fato que
determina a morte celular. Realizado os ensaios de cito e fototoxicidade, apds um periodo de
24 horas, o meio foi retirado e adicionado o Azul de Tripan na concentracdo de 0,2%, e
incubado por 5 minutos. Apo6s esse periodo, o Tripan foi retirado e foi adicionado PBS, e os
grupos foram analisados em microscopio invertido, onde foram capturadas imagens das células.
Para cada grupo foram capturadas imagens de 10 campos aleatdrios. As células vivas e mortas

foram analisadas utilizando o software ImageJ.

4.11 LOCALIZACAO INTRACELULAR

Para determinar a internalizacdo das nanoparticulas de PLA, as células foram incubadas
com 3,0 pg/mL e 0,6 pg/mL de ZnPc incorporadas em nanoparticulas de PLA por uma hora,
em estufa a 37° C. Apos esse periodo, o meio foi removido, 0s pocos lavados com PBS e
adicionados 100 pL de paraformaldeido 4%. Apos a fixa¢do, a marcagdo com DAPI (4, 6-
diamidino-2-fenilindol, dicloridrato) (Thermofisher - ProLong ™ Diamond Antifade Mountant
com DAPI) foi realizada para marcagéo de DNA. Todo o processamento foi realizado no escuro
e as laminas examinadas em um microscopio confocal LSM 700 Zeiss. Para o marcador DAPI

foi utilizada excitagdo em 405 nm e emiss&o captada em 461 nm.
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4.12 ANALISE ESTATISTICA

Os testes foram realizados em quadruplicata, e todos os dados foram submetidos a
ANOVA, seguida do teste de Tukey. O Microsoft Excel foi usado para gerar os graficos. Todos
o0s dados sdo expressos como a média + desvio padrdo (SD). Um valor de probabilidade de

p<0,05 foi considerado significativo neste estudo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESE DO SISTEMA NANOPARTICULADO

As nanoparticulas de PLA foram sintetizadas e carregadas com zinco ftalocianina pelo
método de dupla emulsificagdo/evaporacdo do solvente, conforme descrito na sesséo 4.2.

A emulséo dupla (ED) tem a capacidade de preparar particulas poliméricas, que permitem
a liberacdo controlada de ingredientes ativos solUveis na fase aquosa interna ou dispersa na
matriz polimérica (LI et al., 2016). Sua funcéo principal é considerada um reservatorio interno
para ingredientes ativos aprisionados, e que pode proteger o ingrediente sensivel aprisionado
contra a luz, degradacdo enzimatica e oxidacdo (CONTO et al., 2012). Também permite a
liberacdo lenta e sustentada de ingredientes ativos do reservatério interno para o meio de
dispersdo externa e sua importancia chave é devido a sua capacidade de encapsular alguns
ativos soltveis em &gua e ingredientes ativos lipofilicos. A emulsdo dupla é um processo Unico
que engloba a vantagem de encapsular moléculas de drogas lipofilicas e hidrofilicas (CHONG

etal., 2015).

Neste método para a incorporacdo de ativos hidrofébicos, a homogeneizagdo é realizada
em duas etapas; na primeira etapa, a fase aquosa interna (A1) € preparada na presenca de um
estabilizante (SDS). Os estabilizadores tornam possivel manter as caracteristicas fisico-
quimicas de uma dispersdo de duas ou mais fases imisciveis e evitar a separacdo de fases,
tornando o sistema de emulsdo mais estavel (CHONG et al., 2015). Entdo, o polimero
(PLA)/drogas lipofilicas (ZnPc) sdo adicionados a fase oleosa (O), de modo que ambas as fases
sdo homogeneizadas por agitacdo adequada para formar a emulsdo priméaria (A1/O). Em
seguida, a emulsdo primaria é emulsionada com a fase aquosa, contendo um estabilizador
apropriado (SDS) para formar dupla emulsdo (A1/O/Az) (OGAWA et al., 1987).

A formacdo de emulsdo dupla (dispersdo particulada) é seguida pela evaporacdo do
solvente organico (O) da fase dispersa levando a um ponto de insolubilidade e,
consequentemente, a precipitacio do polimero encapsulando com o material bioativo (SA et
al., 2014). O solvente pode ser evaporado sob pressao reduzida via evaporador rotativo ou por
simples agitacdo a temperatura ambiente, dependendo do ponto de ebulicdo do solvente
organico (SOUZA et al. 2015). Neste trabalho, o solvente diclorometano foi evaporado por
meio de agitacdo mecanica em temperatura ambiente devido a alta volatilidade deste solvente

(temperatura de ebulicdo = 39,6° C). A fase aquosa exterior atua como meio de dispersdo e a
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agitacdo pode ser fornecido por agitagdo mecanica ou sonicagdo, dependendo da natureza do

medicamento a ser encapsulado e o pretendido tamanho da particula (CAMPQOS, 2012).
Todas as preparacdes de nanoparticulas aqui descritas foram estaveis durante o periodo

de avaliacao de 90 dias sem degradacéo do fotossensibilizador ou alteraces na solucao (como

precipitacdo ou separacdo de fases) (Figura 5).

Figura 5 - Formulagéo de nanoparticulas de PLA sintetizadas via dupla emulsificagcdo/evaporagao do
solvente: (a) nanoparticulas na auséncia do fotossensibilizador; (b) nanoparticulas encapsuladas com
o fotossensibilizador ZnPc.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A suspensdo de NPLA-ZnPc foi armazenada a 4° C. Essa temperatura foi relatada como
indicada, por ndo haver diferencas significativas no tamanho, potencial zeta e valores de PDI

(indice de polidispersividade) em nanoparticulas (RAO et al., 2006).

5.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

A micrografia eletronica de varredura do sistema naoparticulado produzido € mostrada
na Figura 6, a seguir. A forma das nanoparticulas obtidas pelo método de dupla
emulsificacdo/evaporacdo do solvente foi esférica e uniforme, conforme visualizado nas
fotografias de MEV.
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Figura 6 - Microscopia eletronica de varredura: (a) nanoparticulas de PLA, (b) nanoparticulas de PLA
encapsulada com fotossensibilizador.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS NPLA-ZNPC

As nanoparticulas de PLA foram analisadas por meio do tamanho de particula, indice de
polidispersidade (PDI) e potencial zeta usando um Zetasizer. O tamanho de particula foi medido
usando a técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS), que mede a difusdo de particulas
movendo-se sob 0 movimento browniano. Essas medidas sdo convertidas para tamanho e uma
distribuicdo de tamanho aplicando a Relagcdo Stokes-Einstein é obtida. Simultaneamente, o
PDI, que é uma medida da homogeneidade das particulas na dispersdom também foi medido
(Figura
7).

As nanoparticulas obtidas pelo método de ED exibiram didmetros na faixa de 350 nm,

conforme mostrado na Figura 7, a seguir, com uma distribui¢cdo de tamanho estreita (PdI <0,1).
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Figura 7 - Distribuigédo de tamanho medido por DLS medido para o sistema nanoparticulado: (a)
nanoparticulas de PLA sem o fotossensibilizador; (b) nanoparticulas de PLA com fotossensibilizador
encapsulado.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As nanoparticulas tiveram 80,3% de eficiéncia de encapsulamento, com tamanho médio
de particula de 384,7 nm e indice de polidispersidade de 0,150. Byun et. al (2011), sintetizaram
nanoparticulas de policaprolactona PCL carregadas com a-tocoferol, usando o método de dupla
emulsdo/evaporacdo de solvente. Os autores relatam que as nanoparticulas tiveram 91% de
eficiéncia de encapsulamento, um tamanho médio de particula de 368 nm e indice de
polidispersidade de 0,27.

O potencial zeta de uma particula é a carga total adquirida por ele em um meio especifico.
Esta técnica mede a mobilidade eletroforética exibida por uma particula carregada, em um meio
de dispersao conectado com um par de eletrodos. Quando uma tensdo € aplicada, este particula
se move com uma velocidade em direcdo ao eletrodo opostamente carregado.

O potencial zeta para formulacdo de NPLA foi de -25,8 + 3,7mV. A formulagdo de
NPLAZnPc apresentou potencial zeta de -27,5 + 3,2 mV. Os potenciais zeta negativos séo
atribuidos a presenca de acido carboxilico livre como grupo final na estrutura quimica do PLA
(SCHAFFAZICK et al., 2003). O alto potencial zeta negativo também foi responsavel por boas
condigOes fisicas e estabilidade da formulagdo desenvolvida neste trabalho.

Srikar e colaboradores (2019) sintetizaram nanocéapsulas de PLA de nlcleo aquoso
encapsuladas com fumarato de tenofovirdisoproxil preparadas pela técnica de dupla
emulsificagdo. Os autores encontraram um potencial zeta de -19.66 mV.

A Figura 8 mostra a evolucao temporal do tamanho e do potencial zeta para NPLA- ZnPc.

As amostras foram mantidas no escuro. As andlises foram realizadas em fungdo do tempo por
90 dias em agua ultrapura.
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Figura 8 - Perfil hidrodindmico de tamanho de particula e potencial zeta da amostra de NPLA-ZnPc
monitorada durante 90 dias ap0s a preparacao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Valores de potencial zeta no faixa de 15 a 30mV séo ideais para nanoparticulas
estabilizadas (SILVA, 2019). A repulsdo eletrostatica entre as particulas com altos valores de
potencial zeta negativo impede sua agregacao e, assim, estabiliz a dispersdo nanoparticulada
(SILVA etal., 2015). O alto potencial zeta negativo também foi responsavel por boas condi¢es

fisicas e estabilidade na formulacéo desenvolvida neste trabalho.

5.4 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO UV-VIS NO ESTADO ESTACIONARIO

A linearidade de um método analitico pode ser definida como a capacidade de obter
resultados de teste diretamente proporcionais a concentracdo do analito. As analises de
regressdo linear foram realizadas plotando a intensidade da absorbancia versus a concentracao
do farmaco (umol. L) e foram determinadas por espectroscopia UV-Vis, registrando uma
curva de calibragdo (Figura 9a). Linearidade satisfatoria foi detectada pelo método
espectrofotométrico na faixa de concentracdo de 1,0 a 4,0 umol.L™!. A regressdo pelo quadrado
minimo para 0 método espectrofotométrico mostrou excelente coeficiente de correlagcdo (r =
0,98319) e a equacdo linear foi: absorbancia = 0,14547 x [ZnPc, concentracdo em umol.L— 1]
+0,19357 (Figura 9b).



36

Figura 9 - (a)Espectros de absorgéo de ZnPc em diferentes concentragdes (1,0-4,0 umol. L—1). (b):
gréfico da concentragdo de ZnPc vs. absorbancia.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As nanoparticulas foram caracterizadas no estado estacionario por espectroscopia de
absorbancia na regido do Uv-vis. Os espectros de absor¢do do padrio ZnPc (1,0 pmol. L) e
extraidos das nanoparticulas de PLA em solucdo alcoolica de DMSO 10% foram ilustrados na

Figura 10, a seguir.

Figura 10 - Espectros de absor¢io da ZnPc (1 pmol. L—Y: em solugéo alcodlica de DMSO 10% (-) e (-
-) ZnPc extraida de nanoparticulas de PLA.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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As moléculas organicas de ftalocianina e seus derivados apresentam caracteristicas
Opticas devido a sua estrutura em anel. Elas tém dois tipos de faixas de energia; Banda B
(banda y ou Soret) e banda Q (banda a em porfirina) (PEREIRA, 2004). O pico em 618 nm
da banda Q ¢ atribuido a primeira transi¢do © — © no macrociclo da ftalocianina e o ombro
em 675 nm pode ser atribuido a um estado de excitacdo (CAIXETA et al., 2018).

O pico méaximo localizado em 675 nm corresponde a absorc¢do de luz na regido onde a
penetracdo de luz no tecido é maximizada. O comprimento de onda da luz usado para TFD
estd normalmente na faixa de comprimento de onda entre 600-800 nm, a chamada "janela
terapéutica” (SILVA., 2018). Nesta faixa de comprimento de onda, a energia de cada foton
(hv) ¢ alta o suficiente (> 1,5 eV) para excitar o fotossensibilizador, ¢ ainda assim ¢ baixa o
suficiente para que a luz tenha penetracdo suficiente no tecido (TOFFOLI, 2008). A absorgéo
de fotons em comprimentos de onda maiores que 800 nm ndo oferece energia suficiente para
excitar o oxigénio molecular ao seu estado singlete, uma das principais espécies reativas
formadas na irradiacdo (GRECCO, 2013).

A agregacdo de ftalocianinas hidrofébicas, como ZnPc, pode ocorrer em ambiente
aquoso, o que pode degradar o desempenho das moléculas em varias aplicacfes, devido a
alteracdo de suas propriedades fotofisicas (BAGNATO, 2008).

Os agregados em solucdo exibem alteracdes distintas na banda de absor¢do em
comparacdo com as espécies monomeéricas. Assim, se o fotossensibilizador ZnPc estiver
presente no meio na forma de agregacao de dimeros, poderiamos observar alteracdes no perfil
espectral do farmaco, o que ndo foi observado. Neste estudo, ndo houve mudanca de banda na
analise espectroscdpica, na faixa de concentracdo estudada, sugerindo que o FS esta no estado

monomérico quando ¢é encapsulado no sistema de liberagdo em estudo.

5.5 AVALIACAO DO DESEMPENHO DE LIBERACAO DO FARMACO IN VITRO

O comportamento de liberacdo in vitro da ZnPc no sistema nanoparticulado foi

investigado (Figura 11).
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Figura 11 - Perfil de liberagdo in vitro para a ZnPc em solugdo e encapsulada em nanoparticulas
dePLA.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A formulacdo produziu um perfil de liberacdo para a ZnPc bifasico com um efeito de
explosdo (burst) inicial em que a liberagdo de ZnPc variou entre 38% e 48% dentro do
primeiro tempo de amostragem (24 h) para NPLA-ZnPc e ZnPc livre, respectivamente. Esta
liberacdo répida esta relacionada a ZnPc adsorvida na superficie das nanoparticulas (DA
VOLTA SOARES, et al., 2011). e/ou a liberacdo do farmaco encapsulado préximo a
superficie das nanoparticulas. Apds esta fase, uma liberacdo lenta de ZnPc constante até 66%
e 45% para NPLA-ZnPc livre e ZnPc livre, respectivamente, até 168 h, mostrando uma
liberacdo sustentada e prolongada tipica do medicamento que depende da difusdo do

medicamento e dos mecanismos de erosao da matriz (LEE; YEO, 2015).

5.6 ESTUDO IN VITRO DE CITO E FOTOTOXICIDADE DO SISTEMA
NANOPARTICULADO

A biocompatibilidade e o efeito fotodinamico das nanoparticulas de NPLA-ZnPc foram
avaliados por experimentos in vitro usando cultura de células em monocamada com a linha
celular de gliossarcoma 9 L/LacZ como modelo biolégico.

Os gliossarcomas sdo tumores cerebrais compostos por células de origem glial e

mesenquimal (geralmente fibroblastos), o que os torna mais agressivo e invasivo. Considerado
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0 astrocitoma mais grave, apresenta a variante histopatoldgica dos glioblastomas HDI - Wild
Type, anteriormente classificados como glioblastoma grau 1V, correspondendo a 2% dos
tumores cerebrais astrociticos. (ZONG et al., 2012; WALKER, et al., 2011).

Um fotossensibilizador ideal deve ser atdxico na auséncia de irradiacdo de luz, ter uma
afinidade seletiva para células tumorais, ser quimicamente puro, bem como ter um acumulo
mAaximo nos tecidos tumorais em um curto espaco de tempo entre a administracdo e a ativacao
da luz laser (DE MELO et al., 2020).

As nanoparticulas, sem o fotossensibilizador, ndo foram toxicas ao sistema celular,
demonstrando a biocompatibilidade do sistema desenvolvido. Os dados da Figura 12, a seguir
(grupo escuro), mostraram que as células tratadas com ZnPc encapsulado em nanoparticulas de
PLA né&o apresentaram toxicidade no escuro. Esses resultados corroboram aqueles previamente
relatados na literatura para ZnPc nanoencapsulado. (GARCIA et al., 2016; YU et al., 2018).

Figura 12 - Andlise da viabilidade da linha celular 9L/LacZ. As diferencas estatisticas sdo marcadas
com simbolos: « em comparagdo com o controle no escuro; em compara¢do com o controle de luz.
(ANOVA, p=<0,05).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nos experimentos de fototoxicidade, nossos resultados demonstram que a irradiagéo de
LED NPLA-ZnPc (grupo PDT) induz a morte celular em células de 9 L/LacZ.

Com a presenca de nanoparticulas de PLA carregadas com ZnPc, uma diminuicao
significativa na viabilidade celular é observada. Ping e colaboradores (2016) descrevem a

sintese e o efeito fotodindmico de ZnPc carregado em nanoparticulas de poli-L-lisina. Os
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resultados indicam que uma pequena dosagem de nanofotossensibilizadores (36 pug mL™) pode
causar fototoxicidade grave, que pode ocorrer devido ao baixo grau de agregacdo das
moléculas de ZnPc, bem como sua localizacéo especifica nas organelas celulares (PING et al.,

2016).

5.7 LOCALIZACAO INTRACELULAR

A microscopia confocal foi realizada para sustentar a entrega do alvo e a absorcéo celular
de NPLA-ZnPc. A Figura. 13, a seguir, mostra a presenca de ZnPc nanoencapsulada no

citoplasma celular 1 h apés a incubacao.

Figura 13 - Imagens de microscopia confocal das células 9L/LacZ ap6s 1 h de incubagdo com
NPLA-ZnPc.Fluorescéncia azul: DAPI (marcacdo nuclear); Fluorescéncia vermelha: ZnPc (0.6 e 3.0

ug - mL™Y).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na localizacdo das nanoparticulas NPLA-ZnPc, o fotossensibilizador foi encontrado
disperso no citoplasma, sem interacdo aparente com o nucleo da célula (Figura 13).

Da Silva Abe e colaboradores (2016) estudaram a internalizagdo de ZnPc encapsulado
em nanoparticulas de poli-E-caprolactona por macrofagos peritoneais. Nanoparticulas foram
visualizadas dentro das células, sugerindo que elas passam através da membrana celular (DA

SILVA ABE et al., 2016).
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O tipo de fotodano que ocorre nas células neoplésicas depende da localizacéo subcelular
do PS dentro da célula. Portanto, a localizacéo citoplasmética impediu a localizacéo nuclear do
PS, mesmo quando encapsulado em nanoparticulas, minimizando assim outros efeitos nas
células saudaveis circundantes e danos ao DNA. (KRUGER et al., 2018).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho teve como objetivo sintetizar e caracterizar nanoparticulas de PLA
fabricadas pelo método de dupla emulsificagdo/evaporacdo do solvente para encapsular a zinco
ftalocianina (ZnPc) como modelo de sistema de liberacdo para aplicacbes em Terapia
Fotodinamica (TFD), proposta como um procedimento terapéutico promissor minimamente
invasivo que emprega 0s seguintes elementos essenciais para induzir a morte celular: um
fotossensibilizador, luz de um comprimento de onda especifico e oxigénio molecular.

Contudo, verificou-se que os fotossensibilizadores cléssicos usados no protocolo de TFD
apresentam algumas desvantagens que limitam sua aplicacdo clinica. Nesse sentido, 0 uso da
nanotecnologia tem sido considerado, uma vez que fornece muitas ferramentas que podem ser
aplicadas a TFD para contornar essas limitacGes, trazendo, assim, novas perspectivas.

Para desenvolvimento desta pesquisa, inicialmente, nanoparticulas de poli (acido latico)
(PLA) foram desenvolvidas para encapsular a zinco ftalocianina (ZnPc), um fotossensibilizador
hidrofobico, utilizado em TFD, a partir da aplicacdo do método de emulsificacdo dupla, para
produzir nanoparticulas de NPLA-ZnPc.

Essas nanoparticulas de NPLA-ZnPc foram caracterizadas por medidas de estado
estacionario, tamanho de particula, potencial zeta, espalhamento dindmico de luz, morfologia,
eficiéncia de carregamento e liberacdo de farmaco. Na sequéncia, estudos in vitro foram
realizados com e sem luz, conforme descrito pelos protocolos de TFD, utilizando células de
gliossarcoma (9 L/LacZ) como modelo biolégico, para avaliar o fotodano do
fotossensibilizador quando incorporado na formulagéo polimérica.

Observou-se que o tamanho médio das nanoparticulas apresentadas foi de 384,7 + 84,2
nm, com indice de polidispersidade (PDI) de 0,150 + 0,015 nm, e a eficiéncia de encapsulacéo
foi de 83%. Além disso, as formulagdes de nanoparticulas apresentaram valores de potencial
zeta negativos (- 27,5 = 1,0 mV), o que explica sua estabilidade coloidal.

Foi observado também que o perfil do espectro de absorcdo mostrou que o
fotossensibilizador carregado nas nanoparticulas ndo sofre alteracdo em suas propriedades
fotofisicas apds o processo de encapsulamento.

Nessa perspectiva, um perfil de liberacdo sustentada ao longo de 168 h foi obtido, com
um perfil de liberagdo de ZnPc bifésico e, conforme relatado, um efeito fototoxico in vitro na
faixa de 80% foi observado em células de gliossarcoma 9 L/LacZ em doses de luz laser (10
J.cm-2) com 3,0 pg.mL-1 de ZnPc. Desse modo, a ZnPc carregada nas nanoparticulas

poliméricas apresentou estabilidade fisica adequada, boas propriedades fotofisicas, perfil de
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liberacdo sustentada e atividade in vitro adequada para ser considerada uma formulacao
promissora para TFD.

O desenvolvimento de nanoparticulas de PLA encapsuladas com ZnPc foi relatado neste
trabalno com uma analise fisico-quimica e fotofisica detalhada das formulacGes de
nanoparticulas desenvolvidas. A metodologia de dupla emulséo foi adequada para incorporar a
ZnPc em nanoparticulas de PLA com uma distribui¢do de tamanho estreita.

As vantagens da incorporacdo da ZnPc foram esclarecidas nos estudos de liberacao.
NPLAZnPc foram capazes de reter ZnPc a liberagdo por mais de sete dias, 0 que resultou em
um perfil de liberagdo sustentada. A fototoxicidade do NPLA-ZnPc foi suscetivel a grandes
danos apos a irradiacdo, provavelmente levando a uma série de eventos desencadeados
principalmente pela producéo local de espécies reativas de oxigénio no ambiente celular.

Enfim, com base nos resultados obtidos, espera-se que a utilizacdo de nanoparticulas de
PLA encapsuladas com ZnPc possa ser um adjuvante promissor no tratamento de neoplasias
baseadas na aplicacdo de protocolos utilizando TFD, uma vez que este modelo de sistema de
liberagdo para aplicacbes em TFD objetiva contribuir para o aprimoramento tecnolégico e

cientifico do pais em area inovadora, além de possuir elevado potencial de impacto social.
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ANEXO A - TRABALHO APRESENTADOS

Nosso grupo de pesquisa concentra-se na area de Sintese Organica sendo que um dos
enfoques € centrado no desenvolvimento e caracterizacao de sistemas micro e nanoparticulados
para aplicagdo em TFD.

O desenvolvimento da dissertacdo de mestrado possibilitou a apresentacdo de trabalho

em congressos relacionados ao topico proposto como temaética da dissertacéo:

o SINTESE DE NANOPARTICULA DE POLI (ACIDO LACTICO) POR DUPLA
EMULSIFICACAO PARA APLICACAO EM FOTOPROCESSOS de autoria de Benedito M.

de Oliveira Junior; Jéssica A. R. Ambroésio; Bruna C. dos Santos Pinto; Milton Beltrame

Junior; Erika P. Gongalves; Andreza R. Simioni, apresentado na forma de e-Poster no |
Congresso Digital de Nanobiotecnologia e Bioengenharia (I CDNB) organizado pela Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia e pela startup NanoDiversity no periodo de 01 a 04 de
junho de 2020.





