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RESUMO

A Terapia Fotodinamica (TFD) é uma modalidade alternativa para tratamento de tecidos
neoplasicos, que se baseia na administracdo de um farmaco fotossensivel e irradiacdo de luz em
um comprimento de onda adequado, visando localizar e destruir a célula alvo do tratamento, a
partir da formacéo de espécies reativas de oxigénio. A tecnologia de nanoencapsulagéo se apresenta
como uma ferramenta para incorporacdo de substancias bioativas, visando melhorar a sua
solubilidade em ambiente fisioldgico, obter um maior tempo de circulacdo no organismo,
administracdo de menores dosagens e a minimizagéo de efeitos colaterais. O presente trabalho
visou o desenvolvimento de nanoparticulas de poli(acido latico-co-acido glicélico) (PLGA)
revestidas com camadas de filmes de polieletrélitos para o encapsulamento da zinco ftalocianina
tetrassulfonada (ZnPcSQO4), como modelo de substancia bioativa. As nanoparticulas de PLGA
foram produzidas pela técnica de dupla emulsdo/evaporacdo do solvente e o recobrimento
polieletrolitico foi realizado utilizando o hidrocloreto de poli- alilamina (PAH) como um policétion
fraco e o poli-(4-estireno sulfonato de sodio) (PSS) como um poliénion forte pela técnica de
automontagem camada por camada (conhecida como layer-by-layer-LbL) As nanoparticulas de
PLGA revestidas por polieletrolitos apresentaram diametro médio de 384,7 + 138,6 nm, tamanho
de distribuicdo restrito com um indice de polidispersidade de 0,180. A mudanca 6bvia do potencial
zeta indica alternancia bem-sucedida na deposi¢do do polication (PAH) e do polianion (PSS)
diretamente nas nanoparticulas de PLGA. A analise por microscopia eletrénica de varredura
(MEV) mostrou que o sistema formado apresenta morfologia esférica, tipica destes sistemas de
liberacdo. A eficiéncia de carregamento foi de 82,1% + 1,2%. As nanoparticulas polieletroliticas
carregadas com a ftalocianina mantiveram seu comportamento fotofisico apds o encapsulamento.
A viabilidade celular foi determinada, obtendo-se 90% de morte celular. Todas as caracterizaces
fisico-quimicas, fotofisicas e fotobioldgicas indicaram que as nanoparticulas polieletroliticas
carregadas com a ftalocianina sdo um sistema promissor de administragcdo de medicamentos para
terapia fotodindmica e fotoprocessos.

Palavras-chave: Emulsdo/Evaporacao do Solvente. Ftalocianina. Nanoparticulas. PLGA.

Polieletrdlitos. Terapia Fotodinamica.



POLYELETROLYTIC NANOPARTICLES OF POLI (LACTIC ACID-CO-GLYCOLIC
ACID) CONTAINING A PHALOCYANINE DERIVATIVE FOR APPLICATION IN
PHOTODYNAMIC THERAPY

ABSTRACT

Photodynamic Therapy (PDT) is an alternative modality for the treatment of neoplastic tissues,
which is based on the administration of a photosensitive drug and light irradiation at an appropriate
wavelength, aiming to locate and destroy the target cell from the formation. of reactive oxygen
species. Nanoencapsulation technology presents itself as a tool for incorporation of bioactive
substances aiming to improve their solubility in physiological environment, obtain a longer
circulation time in the organism, administration of lower dosages and the minimization of side
effects. The present work aimed at the development of poly (lactic acid-glycolic acid) (PLGA)
nanoparticles coated with polyelectrolyte film layers for encapsulating tetrasulfonated zinc
phthalocyanine (ZnPcSQg) as a bioactive substance model. PLGA nanoparticles were produced by
the double emulsion / solvent evaporation technique and polyelectrolytic coating was performed
using polyalkylamine hydrochloride (PAH) as a weak polycation and poly (4-styrene sulfonate)
(PSS) as a strong polyanion by layer-by-layer self-assembly technique (known as layer-by-layer-
LbL). The polyelectrolyte-coated PLGA nanoparticles had an average diameter of 384.7 + 138.6
nm, restricted distribution size with a polydispersity index. The obvious change in zeta potential
indicates successful alternation in polycation (PAH) and polyanion (PSS) deposition directly in
PLGA nanoparticles Scanning electron microscopy (SEM) analysis showed that the formed system
had morphology spherical, typical of these release systems. The loading efficiency was 82.1% +
1.2%. The polyelectrolytic nanoparticles loaded with phthalocyanine maintained their
photophysical behavior after encapsulation. Cell viability was determined, obtaining 90% cell
death. All characterizations physicochemical, photophysical and photobiological studies indicated
that polyelectrolytic nanoparticles loaded with phthalocyanine are a promising drug delivery
system for photodynamic therapy and photoprocesses.

Keywords: Emulsion/Solvent Evaporation. Phthalocyanine. Nanoparticles. PLGA.

Polyelectrolytes. Photodynamic Therapy
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1 INTRODUCAO

Nas areas meédicas e farmacéuticas, os vastos estudos sobre a eficacia de nanofarmacos tém sido
estudados a fim de aprimorar técnicas de terapia e diagndstico, resultando na formulacdo de
diferentes nanoparticulas. A nanotecnologia teve uma rapida expansdo com a sintese de
nanoparticulas com composi¢des quimicas diferentes, exigindo cada vez mais estudos inovadores
e aprofundados, uma vez que trata-se de uma tecnologia que envolve o conhecimento de forma
transdisciplinar e multidisciplinar (DING et al., 2018; KOLLURU et al., 2013; SOPPIMATH et
al., 2001).

Ao desenvolver sistemas de liberagdo de farmacos, se faz necessario um sistema de
encapsulamento e liberacdo diferente dos comumente empregados nos farmacos sintéticos,
sobretudo em relacdo da hidrofilia destas moléculas, do tamanho e das mudancas conformacionais
que estas moléculas podem sofrer, podendo resultar na perda de sua atividade (LI, S. et al., 2012).
Atualmente, as nanoparticulas poliméricas biodegradaveis estdo sendo cada vez mais utilizadas
para aumentar a eficacia terapéutica de farmacos, desenvolvendo e aprimorando sua solubilidade,
tempo de retencdo e sua biodisponibilidade desde o diagnostico e até o tratamento de doengas como
o cancer (CALZONI et al., 2019).

Os polimeros mais utilizados na preparacao de nanoparticulas na area farmacéutica sdo poli (&cido
D, L-lactico-co-glicdlico) (PLGA), poli (&cido lactico) (PLA), poli (&cido glutdmico) (PGA), poli
(caprolactona) (PCL), copolimeros de N-(2-hidroxipropil)-metacrilato (HPMA), polissacarideos e
poli (aminoacidos) (DOS SANTOS et al., 2017). Nanoparticulas de PLGA séo faceis de produzir
e exibem excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade.

O direcionamento ativo destas nanoparticulas € promissor para o tratamento do cancer, o qual se
baseia na utilizacdo destas nanoestruturas funcionalizadas nos farmacos. Estes sistemas
nanoparticulados tém a propriedade de se acumular preferencialmente em tecidos cancerigenos,
oferecendo uma melhor farmacocinética, limitando sua concentragdo no tecido normal
(MOHANTY et al., 2011).

A terapia fotodinamica (TFD) tem se torna do uma técnica promissora no tratamento de varios
tipos de cancer proporcionando uma baixa toxicidade sistémica e podendo ser aplicada localmente

sobre uma regido especifica para o tratamento do tumor minimizando os efeitos colaterais quando
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comparada a técnicas tradicionais como quimioterapia e radioterapia (DA HORA MACHADO,
2000).

Na TFD, um composto fotossensivel, chamado de fotossensibilizador (FS), € ativado por luz em
um comprimento de onda especifico, e na presenca de oxigénio molecular, produz uma cascata de
reacOes, levando a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e oxigénio singlete,
induzindo a morte celular, seja por apoptose ou necrose (PERUSSI, 2007).

A zinco ftalocianina tetrassulfonada (ZnPcS0O4), € um composto promissor pertencente a 22 geragao
de fotossensibilizadores e se destaca por apresentar um pico de absorc¢do na regido do vermelho no
espectro eletromagnético (na regido de 670 nm) e consequentemente uma maior penetracao
tecidual (SALIS et al., 2015).

A ZnPcSO4 apresenta caracteristicas adequadas para tratamentos fotobioldgicos (SIBATA et al.,
2000). Porém, a sua grande estrutura hidrofébica promove a auto-agregacdo com forte tendéncia
de formacdao de dimeros, especialmente em meio aquoso, ou seja, em ambiente fisiologico. A auto-
agregacdo de fotossensibilizadores diminui a sua eficiéncia terapéutica devido a reducdo na
quantidade de EROs produzidas (HUANG et al., 2007; SIBATA et al., 2000).

Em vista destes fatos, o desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo de farmacos que podem
eficientemente carregar a ZnPcSO4 na sua forma ndo agregada poderia permitir seu uso clinico em
TFD. Até 0o momento, poucos estudos tém se centrado no desenvolvimento e avaliacéo de veiculos
novos para a incorporagdo desta classe de metaloftalocianinas (KAHLWEIT et al., 1987;
KOLAROVA et al., 2003).

A técnica de montagem camada a camada, chamada de layer-by-layer (LbL) é baseada na
deposicdo de filmes finos de polieletrolitos de cargas opostas sobre a superficie de sistemas
nanoparticulados (DECHER; HONG; SCHMITT, 1992).

O recobrimento LbL pode ser usado como um meio de direcionar os sistemas nanoparticulados e
para reduzir a taxa de liberacdo inicial do farmaco incorporado nas nanoparticulas (PATERNO;
MATTOSO; DE OLIVEIRA, 2001).

Neste estudo, um novo sistema de nanoparticulas, composto de PLGA e polieletrélitos foi
preparado pela técnica de dupla emulsificagdo/evaporacao do solvente pela subsequente deposicéo
de filmes finos de polieletrélitos, para produzir nanoparticulas de PLGA polieletrolitica para

encapsular a ZnPcSO4 como fotossensibilizador ativo em TFD. O desenvolvimento de novos
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sistemas nanoestruturados visa contribuir para a promocao de &reas consideradas estratégicas para

o desenvolvimento da economia e de grande impacto social, entre elas as nanotecnologias.

1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste projeto foi desenvolver um novo sistema nanotecnoldgico de liberacéo controlada
de farmacos, utilizando nanoparticulas de PLGA polieletrolitica para encapsular a ZnPcSO4 como

fotossensibilizador ativo em TFD.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar nanoparticulas de PLGA pelo método de dupla emulsificacdo/evaporacdo do
solvente;

e Realizar a deposicdo de filmes finos de polieletrélitos, para produzir nanoparticulas de
PLGA polieletroliticas;

e Encapsular o farmaco zinco ftalocianina tetrassulfonada (ZnPcSO4) em um sistema de
nanoparticulas de poli (&cido latico-co-glicélico);

e Caracterizar as nanoparticulas fabricadas por microscopia eletrénica de varredura;

e Caracterizar o sistema nanoparticulado por técnicas no estado estacionario;

e Avaliar o comportamento citotoxico e fotobioldgico das nanoparticulas de PLGA

polieletroliticas utilizando os protocolos de TFD.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 NANOTECNOLOGIA E NANOMEDICINA

A nanotecnologia é considerada uma tecnologia emergente, sendo um campo inovador da ciéncia
que tem a finalidade de estudar a manipulacdo da matéria numa determinada escala atdbmica e/ou
molecular, lidando com estruturas nanoscopicas, em uma escala conhecida como nano (10°m =1
nm), onde as dimensBes ndo excedam 100 nm. Ou seja, a nanotecnologia engloba o projeto,
caracterizacgéo, producéo e aplicacbes em nanoescala (ZARNEGAR; SAFARI, 2014).

A nanotecnologia chega em uma era na qual o seu beneficiamento entre inddstrias, institui¢des ndo
governamentais e meio académico irdo acelerar o desenvolvimento de novos produtos em escala
mundial. Diante disso, existira um momento em que o atual e tradicional modelo de negdcios em
larga escala precisardo ser revisados, pois o valor agregado dos nanomateriais e seus valores
sociais serdo atrelados na diminuicdo de impactos ambientais nos processos de manufatura, mais
limpos, eficientes a nivel de consumo de energia e, posteriormente, com 0 uso de novas fontes
renovaveis (IRFAN, 2013).

Ja existe nos mercados produtos comercializados em nanoescala, como dioxido de ouro, prata,
cobre e titdnio que, quando adicionados aos materiais de tinta e plastico (por exemplo), melhoram
seu desempenho. Existem também alguns produtos que estdo em fase final de testes e prestes a
serem comercializados, como nanotubos de carbono (MONTES et al., 2016).

A nanotecnologia vem recebendo atualmente um consideravel destaque em varias areas como
ciéncia da computacdo, fisica, quimica, biologia, engenharia dos materiais e principalmente na
medicina, em tratamentos e terapias relacionadas ao cancer (JAWAID; SWAIN, 2017).

Ao longo dos anos, os avancos da medicina proporcionaram a juncdo e aplicacdo de
nanotecnologias em varios estudos e tratamentos, tornando-se um mercado com grande potencial
no desenvolvimento de farmacos potencialmente auxiliadores em tratamentos de doencas, como
por exemplo o cancer (ECHEVARRIA-CASTILLO, 2013).

A nanotecnologia atrelada com a medicina (nanomedicina) busca constantemente aprimorar
conhecimentos e descobrir novas nanotecnologias, possibilitando meios de um diagndstico precoce
até o devido tratamento, reduzindo risco para o organismo do paciente, como efeitos colaterais
(CANCINO; MARANGONI; ZUCOLOTTO, 2014).



19

Além disso, toda essa hanotecnologia envolvida permite nos dias de hoje nanodiagndsticos capazes
de identificar doengas em estados iniciais a0 mais avangado, estudando interagcdes em nanoescala
(HEHENBERGER, 2015).

2.2 SISTEMAS CARREGADORES DE FARMACOS

Os chamados de drug delivery systems — DDS, também conhecidos como sistemas carregadores de
farmacos, sdo denominados como processos em que um determinado principio ativo em sua
formulacao farmacéutica se torna disponivel para ser absorvido pelo organismo (CAMPQOS, 2013).
Os sistemas de liberacdo dos farmacos sdo divididos em tradicionais e modificados. Nos sistemas
tradicionais, o farmaco é liberado de modo que seja absorvido completamente pelo organismo, se
caracterizando pela formacao de um pico plasmatico apds a sua administracdo e posteriormente
uma declinagdo. Como exemplo, podemos citar os comprimidos mais comuns, cOmo 0S
mastigaveis, efervescentes, sublinguais, desintegraveis e bucais. Os niveis que podem ser atingidos
sdo dependentes das doses que sdo administradas, além de cada farmaco possuir uma faixa
particular de acdo terapéutica (GOLAN; TASHJIAN; ARMSTRONG, 2009).

O desenvolvimento de sistemas de liberacdo modificada de farmacos se deu na década de 60, com
o desenvolvimento de microcdpsulas com tamanhos entre 5 a 2000 pm. Tempos depois, 0 sistema
de microencapsulamento serviu como modelo para o desenvolvimento de sistema em escala
nanométrica (igual ou inferior a um bilionésimo de metro), tendo como objetivo o transporte de
farmacos e direciona-los para os 6rgaos e tecidos de sitios especificos (DELGADO, 2013).

Os sistemas de liberacdo dos farmacos modificados, sdo descritos como sendo sistemas
desenvolvidos a fim de possibilitar um melhor aproveitamento do farmaco pelo organismo, em
comparagdo com o0s sistemas convencionais. Ou seja, ter um sistema que possa manter a
concentracdo plasméatica do farmaco dentro da faixa terapéutica. Além de promoverem a
otimizacdo de distribuicdo do composto farmacoldgico, evitam também flutuacdes indesejaveis na
sua concentragdo, e assim permitir uma melhor biodisponibilidade e melhorar o perfil
farmacocinético, a velocidade de liberagdo deste farmaco, o local e duragdo deste farmaco, além
de exercer influéncia sobre os efeitos colaterais de seu uso (Figura 1) (GOLAN; TASHJIAN;
ARMSTRONG, 2009).
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Figura 1 - Perfis da concentracao plasmatica de farmaco em funcao do tempo.

Nivel maximo desejado

—_—

Liberacao modificada

Comportamento
tradicional

Faixa
terapéutica

do farmaco

Concentragao plasmatica
/’1"
]
: -
—
:..[_
\:\

Nivel minimo efetivo

-

T Dose 2
Tempo

Dose 1

T Dose 3

Fonte: Golan; Tashjian; Armstrong (2009)

2.3 NANOPARTICULA DE PLGA

As nanoparticulas poliméricas podem ser classificadas de acordo com a sua morfologia em

nanoesferas ou nanocapsulas, no qual sua estrutura é definida pela utilizacdo de determinados

componentes na formulacdo e a técnica de preparo. As nanoesferas possuem uma estrutura

matricial, onde os farmacos estdo uniformemente dispersos. Por outro lado, as nanocapsulas se

apresentam na forma de um reservatério, onde um invélucro sélido circunda um ndcleo composto

por substancias que podem estar em estado liquido ou semissolido em temperatura ambiente

(Figura 2). Ambas podem ser utilizadas no processo de veiculacdo do farmaco, onde estes podem

estar adsorvidos na superficie da particula ou aprisionados no seu interior (DELGADO, 2013).

Figura 2 - Estrutura morfolégica das nanoparticulas poliméricas: nanoesfera e nanocapsula.
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Ao se realizar o preparo de nanoparticulas com polimeros, os comumente utilizados podem ser de
origem natural, tais como alginato, albumina, gelatina e quitosana, ou de origem sintética, como
poli (acido latico — PLA), poli-€ -caprolactona (PCL) e poli (&cido latico-co-acido glicolico —
PLGA) (UEJO et al., 2013).

O PLGA (poli &cido latico-co-acido glicolico), é caracterizado como sendo um copolimero dos
mondémeros &cido latico e acido glicélico, no qual tem despertado grande interesse na area de
pesquisas para a utilizacdo em sistemas de liberacdo de farmacos, devido a sua capacidade de
modificar a distribuicdo do farmaco, proporcionando o aumento de sua concentra¢do no sitio de
acdo que se deseja, reducdo dos efeitos tdxicos, além da biocompatibilidade e resisténcia mecanica
(CRUCHO; BARROS, 2017).

Figura 3 - Estrutura quimica do poli (&cido lactico-co-acido glicélico) (PLGA).
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Fonte: Makadia e Siegel (2011).

Além disso, as nanoparticulas de PLGA permitem elevado grau de eficiéncia no encapsulamento
de farmacos lipofilicos, e o recobrimento polimérico do farmaco proporciona uma protecao de
possiveis degradaces e reducdo de irritacdes que podem ser ocasionadas devido este processo. Por
apresentar tamanho reduzido, essas nanoparticulas possuem diversas vias de administracéo,
inclusive endovenosa, ndo apresentando riscos de embolia (por exemplo) devido sua estrutura
nanométrica e sendo incapaz de obstruir vasos sanguineos (WACKER, 2013).

Existem diversas técnicas de preparacdo das nanoparticulas poliméricas, no qual séo responsaveis
para a definicdo do tamanho, eficiéncia de encapsulamento do farmaco, e do tipo de estrutura
formada, sendo esta nanocapsula ou nanoesfera (ZHAO et al., 2014).

De uma forma geral, 0 preparo destas nanoparticulas podem ser classificadas em dois tipos:
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e Polimerizacdo de mondmeros: Processo quimico na qual resulta na formacdo de
macromoléculas denominadas de polimeros, por mediacdo de moléculas menores, 0s

mondmeros;

e Polimeros pré-formados: Produzidas por emulsificacdo-evaporagdo do solvente, por
emulsificacdo-difusdo do solvente ou salting-out (insolubilizacdo da proteina em

decorréncia de consideravel aumento de forca idnica).

A técnica de polimerizagdo de mondmeros resulta na formag&o de residuos toxicos que séo dificeis
de purificar. Com isso as técnicas utilizadas com os polimeros pré-formados estdo sendo as mais
utilizadas por pesquisadores para no desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos
nanoestruturados (LI, Q. et al., 2017).

No método de emulsificacdo/evaporacdo, utilizado para desenvolver as nanoparticulas fabricadas
neste trabalho de pesquisa, 0 PLGA € dissolvido em um solvente imiscivel em agua e volatil, como
o diclorometano (DCM) ou cloroféormio (DINARVAND et al., 2011).

As etapas basicas do processo sdo: (i) emulsificacdo de um fase dispersa de PLGA em uma solu¢édo
aquosa contendo emulsificante com exposicdo a uma fonte de alta energia, como um dispositivo
ultrassénico ou homogeneizador de alta rotacao, (ii) evaporacgéo ou difusdo de solvente a partir de
goticulas de emulsdo no ambiente aquoso, (iii) solidificacdo de goticulas de emulséo no interior da
nanoparticulas de PLGA (SAH; SAH, 2015).

2.4 TERAPIA FOTODINAMICA

As civilizagbes mais antigas, entre eles indianos, egipcios, gregos e chineses, faziam o uso da luz
solar ("helioterapia™) para o tratamento de algumas doencas, como psoriase, raquitismo, vitiligo e
em alguns casos até mesmo contra cancer de pele. Com o passar dos anos, mais precisamente no
final do século 18, foi utilizado uma luz vermelha artificial no tratamento de tuberculose cutanea e
variola, que foi desenvolvida pelo cientista dinamarqués Niels Finsen. Por intermédio deste
tratamento com luz vermelha, que o cientista Niels Finsen recebeu o Prémio Nobel em 1903
(SCHERER et al., 2016).
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No ano de 1904, o aluno Oscar Raab relatou a seu professor Herman von Tappeiner que a
combinacéo de luz com laranja de acridina poderia ser um potencial destruidor de um organismo
vivo, chamado paramécio. J& em 1905, o professor Herman von Tappeiner descreveu que, apos
experimentos, o oxigénio seria essencial para induzir a morte celular observada no experimento do
ano anterior com o parasita paramécio. Posteriormente, esses ensaios clinicos utilizando vermelho
de Magdala e Eosina foram relatados como fotossensibilizadores (MACDONALD;
DOUGHERTY, 2001).

A terapia fotodindmica (TFD) tem um dos principais desafios a ser superado € promover a
administracdo do fotossensibilizador (FS) ao tecido alvo. A maioria dos FS formam agregados em
meios aquosos devido sua elevada hidrofobicidade, afetando suas propriedades fotofisicas,
quimicas e bioldgicas, e diminuindo sua biodisponibilidade e a acdo fotodinamica
(ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016).

A fim de melhorar a disponibilidade dos FS na forma monomérica e superar o problema da
agregacdo, seria combinad-los com nanomateriais, melhorando a eficiéncia da TFD no que diz
respeito ao direcionamento dos FS ao tecido alvo e também superar possiveis inconvenientes
associados a estabilidade (YIN et al., 2015).

A TFD ¢ definida como uma técnica terapéutica realizada em duas etapas, onde a utilizacdo da
droga (tdpica, sistémica ou sensibilizante) é seguida por uma irradiacdo de uma luz visivel, com o
objetivo de causar destruicdo seletiva de um tecido. Os fotossensibilizantes que sdo formados
endogenamente ou administrados exogenamente sdo ativadas pela luz e com isso transferem a
energia ao oxigénio molecular, no qual sdo geradas espécies reativas se oxigénio (ERQ's), a fim de
induzir a morte celular (DE OLIVEIRA et al., 2015).

A TFD tem inicio com o fornecimento de energia para o sistema por meio de irradiacdo do tecido
fotossensibilizado (MODESTO et al., 2014). A molécula do FS absorve esta energia, passando do
estado fundamental (So) para um estado mais energético (Sn), onde ambos estdo em estados
singletos. Por meio de uma converséo interna, existe a possibilidade de um decaimento até o menor
nivel vibracional dentro do estado excitado (S1). Com esta condicdo, a molécula pode decair para
um estado fundamental, emitindo fluorescéncia ou ocorrendo um cruzamento intersistema, onde a
molécula do FS pode ir para um estado tripleto excitado (T1). Neste estado, 0 mesmo pode decair
para um estado fundamental, emitindo fosforescéncia, interagindo com biomoléculas adjacentes,

onde os efeitos esperados da TFD acontecem (Figura 4) (DING et al., 2018).
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Figura 4 - Diagrama de Jablonski adaptado para descrever as possiveis trajetorias apos a
excitacdo da molécula de FS.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Para compreendermos melhor a TFD, é preciso definir as interagdes e propriedades de 3 elementos
envolvidos nestes processos fotoquimicos: Luz, corante e oxigénio (BLOISE et al., 2017;
KAWCZYK-KRUPKA et al., 2018).

2.5 CORANTES

Os corantes sao classificados como substancias que apresentam grande capacidade de absorcéo de
luz na regido do espectro visivel. Por apresentarem esta caracteristica, 0s corantes podem ativar
processos fotoquimicos. Existem alguns exemplos, como no processo de fotossintese que ocorre
com a acéo da clorofila. Outros exemplos de corantes s&o: acridina, azul de metileno, eosina, verde
de malaquita, entre outros (BASSIR et al., 2013).

No processo da TFD, os corantes sdo denominados por fotossensibilizadores, devendo ser um
compostos ndo toxico e estes sdo subdivididos nos seguintes grupos: azino-catibnicos,
fenotiazinicos, cianinas, macrociclicos, ftalocianinas, psoralens, porfirinas, perilenequinondides e
combinacg6es de corantes (SOUZA, 2011).

A ftalocianina (Pc), é um tipo de corante molecular, que tem sido amplamente utilizada como
fotossensibilizador para terapia fotodindmica (TFD) por diversos motivos, como apresentar longos
comprimentos de onda de absor¢do (Amax> 660 nm), altos coeficientes de extingdo molar (emax> 105

L mol* cm™) e propriedades fotofisicas e fotoquimicas ajustaveis por meio de modificacoes
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quimicas faceis (BONNETT, 1995). Até o momento, uma Pc (Aluminio Pc, Photosens®, RUssia)
foi aprovada para uso clinico e duas Pc (Silicon Pc, Pc4®, EUA e Zinco Pc, Atualmente, a
Photocyanine®, China) chegou a testes clinicos (LI, X. et al., 2018).

Ao considerar fotossensibilizadores para uso clinico, véarias caracteristicas sdo importantes. O
candidato a fotossensibilizador deve produzir com eficiéncia espécies reativas de oxigénio,
apresentar absorcao maxima em comprimentos de onda que sdo facilmente propagadas através de
tecidos (> 630 nm) e ndo causar fotossensibilizacdo cutanea prolongada (ABRAHAMSE;
HAMBLIN, 2016).

A Zinco Ftalocianina Tetrassulfonada (ZnPcSOas), Figura 5, um derivado de ftalocianina, soltvel
em &gua, apresenta um pico de absorcdo na regido de 600 nm, indicado para tratamento
fotobioldgicos, uma vez que nesta regido ha étima penetracdo da luz no tecido (HUANG et al.,
2007).

Figura 5 - Representacdo da estrutura quimica da Zinco Ftalocianina Tetrassulfonada (ZnPcSOs).
HO ;S SO,H

HO,S SO 4H
Fonte: Elaborado pela autora.

Porém, essa molécula possui um fator limitante atribuido a sua elevada massa molar (898,15 g.mol
1, que dificulta a penetragdo nos tecidos alvos (LIU et al., 2007). Além deste fator, a
autoagregacao, atribuida a sua extensa estrutura hidrofobica, propicia a formacdo de dimeros em
ambiente aquoso (meio fisioldgico), o que reduz a sua eficiéncia terapéutica, pois acarreta uma
diminuigdo na producéo de espécies reativas de oxigénio (SIBATA et al., 2000).

A entrega eficiente de fotossensibilizadores no tecido alvo pode ser direcionada pelo uso de

sistemas de liberacdo de farmacos, como lipossomas, dendrimeros, nanocapsulas e nanoparticulas
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poliméricas (MESQUITA et al., 2018). O uso seletivo de um destes sistemas pode permitir o

carregamento da ZnPcSO4 na sua forma ndo agregada, maximizando sua acao terapéutica.

2.6 LAYER BY LAYER

A técnica de deposicdo camada por camada, mais conhecida como deposicao layer-by-layer (LBL)
se destaca por ser uma tecnica simples, com baixo custo, gerando perda minima de material e
principalmente ndo agredindo o meio ambiente, visto que 0s materiais sdo preparados em solucoes
aquosas (COSTA; ALATORRE-MEDA; MANO, 2015).

Langmuir discutiu o fato de que a adsor¢do de ions em uma superficie é limitada a apenas uma
monocamada, onde demonstrou uma camada de ions tdrio sendo adsorvida em uma monocamada
de estearato de bario em dgua. A adsorcdo de particulas coloidais em um substrato com carga oposta
foi demonstrada por ller, que em 1966 conseguiu desenvolver a técnica de adsor¢do de
multicamadas de particulas coloidais com carga oposta (silica e alumina) (ANANDHAKUMAR,;
GOKUL; RAICHUR, 2016).

Decher e colaboradores estabeleceram a técnica de deposicdo LbL apds o sugestivo relado de ller,
onde descreveram a adsorcdo com camadas alternadas de polianions e polications em um substrato
solido com superficie eletricamente carregada (DECHER; 1997).

Cada ciclo de deposicdo produz uma estrutura de polimero complexado e interpenetrado,

denominada bicamada e esta notacdo é usada comumente na seguinte equacao 1:

(Polyl X/ Poly2 Y) n 1)

Onde, Polyl e Poly?2 referem-se a abreviacdo do nome de cada polimero usado, X e Y referem-se
ao pH das solucdes polimericas utilizadas durante a montagem multicamada e n refere-se ao
numero de bicamadas depositadas (COSTA; ALATORRE-MEDA; MANO, 2015).

Essas etapas podem ser repetidas quantas vezes forem necessarias, e durante esses processos uma
grande variedade de polieletrolitos, proteinas, DNA ou matérias carregadas podem ser combinados,
tais como substratos estruturalmente elaborados podem funcionalizar nanoparticulas (HSU;
HAGERMAN; HAMMOND, 2016).
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As forcas motrizes da deposicdo de polieletrdlitos podem incluir interagdes eletrostaticas, bem
como ndo eletrostéaticas, tais como hidrofobicidade, ligacfes de hidrogénio e forgas de Van der
Waals (CAMPOS; FRACETO; FERREIRA, 2018).

Em capsulas PEM (do inglés Polyelectrolyte multilayer) ou filmes, foi demonstrado que a liberacao
de farmaco € uma funcdo da forga ibnica, pH e/ou espessura das multicamadas. A absor¢édo do
farmaco no PEM ¢ de grande interesse no campo de biomateriais. De modo particular, filmes
dilataveis e mais grossos podem ser usados como reservatério de compostos ativos (HSU;
HAGERMAN; HAMMOND, 2016).

Diferentes estratégias de liberacdo controlada desses filmes e farmacos estdo sendo utiliadas,
incluindo a difusdo, o desencadeamento ambiental e a degradacdo hidrolitica. Cada uma dessas
estratégias pode gerar perfis de liberacdo interessantes, mas também estdo sujeitas as suas
condi¢cdes aquosas de processamento. Tipicamente, drogas apresentam o6timas condicGes de
montagem porque o pH ou a forga idnica facilitam sua afinidade com o filme, porém as vezes,
podem ocorrer a liberacdo indesejavel do farmaco. Isso pode ser problematico, especialmente
durante o processamento de varias etapas, fazendo com que a escolha de como o medicamento é

incorporado seja um fator importante na carga final do medicamento (WANG et al., 2016).
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3 MATERIAIS E METODOS

O projeto foi desenvolvido no Laboratdrio de Sintese Organica na Universidade do Vale do Paraiba
(Univap) e o material utilizado foi financiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ #426625/2016-1) e pela Univap.

3.1 MATERIAIS

Poli acido latico-co-acido glicolico (PLGA), poli(estireno sulfonato de sodio) (PSS), poli(alilamina
hidroclorada) (PAH) e Zinco Ftalocianina Tetrassulfonada (ZnPcSO4) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich. O alcool polivinilico (PVA) utilizado foi da empresa Vetec. Os solventes utilizados foram

da marca Synth.

3.2 FABRICACAO DAS NANOPARTICULAS DE PLGA POLIELETROLITICAS

Nanoparticulas contendo ZnPcSOs foram preparadas a partir de PLGA de acordo com a
metodologia descrita anteriormente por Sohier e colaboradores (2003) com modificacGes
(SOHIER et al., 2003). Resumidamente, 100 mg de PLGA foram dissolvidos em diclorometano
(DCM). Esta solucdo foi adicionada a uma solugdo aquosa de PVA (alcool polivinilico) (3%, p/p)
contendo 0,5 mg de ZnPcSOs, sob mistura em um Ultraturrax T18 (Ika, Alemanha), a 15.000 rpm.
Essa emulsdo agua/éleo formada foi transferida para uma solucdo aquosa contendo 1% de PVA e
0,9 % de NaCl sob mistura no Ultraturrax T18 por 1 minuto.

O solvente (DCM) foi evaporado da emulsdo agua/6leo/dgua formada a temperatura ambiente
(25°C) por 8 h, sob agitacdo magnetica. Nanoparticulas carregadas com ZnPcSOs foram
purificadas por 30 min de centrifugacdo a 3000 rpm e ressuspensao em agua. As amostras foram

armazenadas a 25 °C antes andlise (Figura 6).
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Figura 6 - Fluxograma da metodologia de dupla emulsificagdo/evaporacao do solvente utilizado
no preparo da nanoparticulas de PLGA.
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Fonte: Elaborado pela autora.

As solucdes de PAH e PSS (2 mg.mL™) utilizadas para a montagem da bicamada polieletrolitica
foram preparadas em agua DI. As nanoparticulas de PLGA foram suspensas em agua DI por meio
de sonicacao durante 10 min antes da montagem da LbL. As particulas foram revestidas com uma
camada de {PAH/PSS}, em que cada tempo de reacdo da etapa de adsorcéo foi de 20 min, seguido

por lavagem tripla com agua deionizada (Figura 7).
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Figura 7 - Esquema de preparacdo das nanoparticulas de PLGA polieletroliticas (NP-PLGA/

ZnPcSO0a).
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Fonte: Elaborado pela autora.

3.3 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

A morfologia externa das NP-PLGA/ ZnPcSO4 foi examinada por microscopia eletronica de

varredura (MEV) em um equipamento EVO-MA10 (Zeiss-Alemanha).

3.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE NANOPARTICULAS DE NP-PLGA/
ZnPcS0Oq

O tamanho de particula e o potencial zeta das NP-PLGA/ ZnPcSO4 foram medidos usando
espalhamento dindmico de luz (DLS) (Malvern Zetasizer Nano ZS, Malvern, Reino Unido). Para
a medigdo 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 0 potencial zeta da amostra foram coletadas em diferentes tempos de armazenamento por 90 dias.
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3.5 ESPECTROSCOPIA DE ABSORGAO UV-VIS NO ESTADO ESTACIONARIO

As propriedades fotofisicas das NP-PLGA/ ZnPcSO4 foram investigadas por espectroscopia de
absorcéo de UV-vis usando um espectrofotdbmetro Varian Cary 50 a temperatura ambiente. A curva
de calibracdo foi construida em sete niveis de concentragdo dentro da faixa de 1,0 — 10 umol.L?
pelo método espectrofotométrico para estabelecer a linearidade do método proposto e comprovar
a lei de lambert-beer. A analise de regressdo 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.

3.6 RENDIMENTO DO PROCESSO (%)

Para determinar o percentual de rendimento da sintese, a amostra de pd de nanoparticulas obtida
foi pesada e o percentual de rendimento calculado usando a seguinte equacéao 2, conforme relatado
na literatura (KOLLURU et al., 2013).

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

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

3.7 DETERMINACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO (EE)

A quantidade de farmaco adsorvido ou encapsulado nas nanoparticulas polieletroliticas de PLGA
foi determinada a partir da quantidade de ZnPcSOs livre no sobrenadante apds o processo de
centrifugacdo, determinado por espectroscopia de absorcdo por UV-vis. A eficiéncia de
associacdo/encapsulamento de ZnPcSOs nas nanoparticulas polieletroliticas de PLGA foi
determinada a partir da seguinte equagéo (3):

EE (%) = {([peso do ZnPcSO4 total - peso do ZnPcSO4 no sobrenadante])/(peso do
ZnPcSOq4 total)} x 100 3)
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Uma curva de calibragdo padrdo do pico méximo de absorcdo (a 646 nm) versus concentracéo,
usando concentracdes conhecidas de ZnPcSO4 em etanol foi plotada para determinar ZnPcSO4

livre.

3.8 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
polieletroliticas de PLGA, 5,0 mg foram dispersas em solucdo tampéao PBS (5 mL, pH =7,4) e
agitadas a 37 °C. Em diferentes intervalos predeterminados, a suspensdo foi centrifugada e o
sobrenadante (3 mL) retirado e substituido por solucdo fresca de PBS (3 mL) para continuar a
avaliacdo da liberacdo do medicamento. A concentracdo de ZnPcSOs no sobrenadante foi
determinada pela absorbancia UV-Vis a 646 nm, usando uma curva de calibracdo de ZnPcSO4 puro

em etanol. Os dados foram relatados como média + DP, com base em medidas triplicadas.

3.9 CULTURAS DE CELULAS

Neste trabalho, os ensaios biolégicos foram avaliados in vitro usando a linha de células de cancer
de melanoma de camundongo B16-F10 (ATCC 6322). A resposta da TFD foi avaliada com base
na aplicacdo de um diodo emissor de luz (LED), com poténcia de saida de 0,2 W e comprimento
de onda de pico de 660 nm, que cobre a banda espectral correspondente a absorbancia das
ftalocianinas. Os testes de citotoxicidade fornecem informacgdes importantes sobre o impacto a
salde dos seres humanos, enquanto expostos a materiais nanodimensionados por via oral, cutanea
ou por inalagdo.

Culturas de monocamada foram cultivadas no meio essencial minimo (DEMB) Eagle da Dulbelco
Eagle com 10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina-estreptomicina e 1% de aminoacidos nao
essenciais. As células foram mantidas em incubadora a 37 °C e atmosfera umida a 5% de CO..

Para o teste in vitro foram utilizadas microplacas de 24 pogos.
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3.10 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE DAS NP-PLGA/ ZnPcSO4

Para avaliar o efeito citotoxico intrinseco das NP-PLGA/ ZnPcSO4, as células foram mantidas no
escuro e incubadas com uma mistura de meio fresco e nanoparticulas poliletroliticas de PLGA
encapsuladas com o FS em concentragdes finais de 1,0; 3,0; e 5,0 pumol.L™ por 3 h. Apds a
incubacdo, o meio contendo a dispersdo das nanoparticulas foi descartado e as células foram
lavadas duas vezes com solucdo salina tamponada com fosfato de sddio (PBS), seguida de re-
incubacdo (5% CO., 37 °C) em meio fresco por mais 24 horas, até a realizacdo do ensaio de
viabilidade celular descrito na Secdo 3.10. As células de controle foram incubadas apenas com
meio de cultura (células ndo tratadas) ou uma mistura de meio e nanoparticulas ndo carregadas,
ambas no escuro. Os experimentos de toxicidade em condicdes escuras foram realizados em
triplicata, com oito pocos para cada concentracdo de ZnPcSO4 nanoencapsulado. Também foi
testado as mesmas concentragcdes de FS em sua forma livre, ou seja, quando ndo associado a um

sistema de liberagéo.

3.11 ENSAIO DE FOTOCITOTOXICIDADE DAS NP-PLGA/ZnPcSOs EM CELULAS DE
MELANOMA DE CAMUNDONGO

Para avaliar o efeito fototoxico de ZnPcSQO4 nanoencapsulado, as células de melanoma foram
tratadas com meio contendo NP-PLGA/ ZnPcSOq a 1,0; 3,0; e 5,0 umol.L? (5% CO2, 37 ° C).
Ap0s 3 h de incubacédo, o meio carregado com ZnPcSO4 nanoencapsulado foi removido e as células
lavadas duas vezes com PBS. As células foram expostas a doses de 10 J.cm™. Ap6s as irradiacdes,
0 meio incolor foi removido e as células incubadas novamente (5% CO3, 37 °C) em meio fresco
por 24 horas adicionais até que o ensaio de viabilidade celular MTT seja conduzido, conforme
descrito na Secdo 3.10. As células de controle foram incubadas apenas com o meio de cultura e
sem irradiacdo (células nédo tratadas). O ensaio de fotocitotoxicidade foi realizado em triplicata,
com oito pocos para cada dose de luz. Também foi testado as mesmas concentracGes de FS em sua

forma livre, ou seja, quando ndo associado a um sistema de liberagéo.
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3.12 ENSAIO DE VIABILIDADE POR MTT

O metodo de proliferacdo celular MTT foi empregado para avaliar a viabilidade celular ap6s os
ensaios citotoxicos ou fotocitotoxicos. Resumidamente, aliquotas de 80 uL de solugdo MTT (5
mg.mL~ 1) e 420 uL de meio sem vermelho de fenol foram adicionados a cada pogo. As células
foram, entéo, incubadas por 4 h, a 37 °C e 5% de CO> para permitir a reacdo de formacéo de
formazan. Apds a incubacdo, o meio contendo solucdo de MTT foi removido e os cristais de
formazan formados foram dissolvidos em propano-2-ol. A densidade Optica foi determinada por
meio de um espectrofotometro com filtro de 570 nm. Os resultados séo apresentados como a
porcentagem de sobrevivéncia, tomando o controle (células ndo tratadas) como 100%.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Todos os testes foram realizados em triplicata e todos os dados foram submetidos a ANOVA,
seguido pelo teste de Tukey. O Microsoft Excel foi usado para criar os graficos de geracdo. Todos
os dados sdo expressos como a média = DP de trés experiéncias independentes. Um valor de

probabilidade P <0,05 sera considerado significativo neste estudo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NANOPARTICULADO

Nanoparticulas biodegradaveis de PLGA tém sido amplamente explorados como carreadores de
macromoléculas como proteinas, peptideos, vacinas, genes, antigenos e fatores de crescimento.
Estes dispositivos sdo produzidos principalmente pela técnica de simples emulsdo ou dupla
emulsdo seguida de evaporacao do solvente. Apesar das formulages alternativas ja disponiveis no
mercado, pesquisas nessa area avangou bastante devido as vantagens do PLGA sobre outros
sistemas. A literatura cita muitas vantagens e desvantagens dos sistemas de entrega de PLGA e
baseados em PLGA para entrega de medicamentos macromoleculares (BOSQUILLON et al.,
2001; BRADEN et al., 2007).

NP-PLGA/ZnPcSO, foram  preparados com sucesso pelo método de dupla
emulsificacdo/evaporagdo do solvente. Soppimath e colaboradores (2001) sugerem que o método
de encapsulamento deve produzir nanoparticulas com alta eficiéncia de carregamento de
medicamentos para reduzir a quantidade de administragdo necessaria para a eficacia do tratamento
(SOPPIMATH et al., 2001).

Uma combinacéo de par de policétion /polianion (PAH / PSS - polication fraco/polianion forte) foi
usado para formar um revestimento LbL em torno de nanoparticulas de PLGA de 200 nm (Figura
8).

Figura 8 — Micrografia: a) das nanoparticulas de PLGA; b) das nanoparticulas de PLGA
polieletroliticas fotossensiveis.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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A literatura descreve que o0 processo de recobrimento de nanoparticulas com filmes de
polieletrolitos em concentragBes acima de 2 mg.mL™, ocasiona agregacéo irreversivel de particulas
devido a fraca dispersdo da solucdo de polieletrolito (CHAI et al., 2017). Tan e colaboradores
descobriram que multicamadas espessas poderiam reduzir significativamente a liberacéo inicial do
medicamento a partir de um nanogel (TAN et al., 2003). Para obter um perfil de liberagdo
satisfatorio, 2 mg.mL™? do polieletrélito foi selecionado como a concentracdo ideal para
experimentos subsequentes.

A superficie das nanoparticulas de PLGA ndo revestidas é negativa com uma carga superficial de
- 34,8 mV. Com a deposicdo das camadas de polieletrélitos nas nanoparticulas de PLGA ocorre a
mudanca no potencial de superficie para +37,1 mV para a camada PAH e -32,8 mV para o camada
de PSS (Figura 9). A mudanca ébvia do potencial zeta indica alternancia bem-sucedida na

deposicdo do polication PAH e do polianion PSS diretamente nas nanoparticulas de PLGA.

Figura 9 - Potencial zeta para nanoparticulas de poli (&cido latico-co-glicélico) revestidas com
PAH e PSS (n = 3; média + desvio padréo).
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Nanoparticulas tém uma vantagem adicional sobre grandes microparticulas, porque sdo mais
adequados para entrega intravenosa. Os menores capilares do corpo tém 5-6 um de didametro. O
tamanho das particulas na corrente sanguinea deve ser significativamente menor que 5 pum para
garantir que as particulas ndo causam embolia no organismo (SIMIONI; PRIMO; TEDESCO,
2012). Portanto, é importante medir a tamanho das particulas.

Uma curva tipica de distribuicdo de tamanho de particula por espectroscopia de correlacdo de
fotons (PCS) é mostrado na Figura 10a, o que implica que as dimensdes das nanoparticulas de
PLGA néo revestidas 362,1 + 105,9 nm (indice de Polidispersidade (PDI) = 0,077). A Figura 10b
mostra que o tamanho das nanoparticulas PLGA/ZnPcSO4 revestidas com as camadas
polieletroliticas apresentou diametro médio de 384,7 + 138,6 nm (PDI = 0,180).

Figura 10 - Distribui¢do do tamanho por medidas de PCS para as nanoparticulas de: (a) PLGA
ndo revestidas e (b) PLGA/ZnPcSO;4 revestidas.
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Fonte: elaborado pela autora.

O maior diametro medido pelo PCS comparado com o medido pelo MEV é devido ao diferente
estado das particulas durante essas medi¢Ges. PCS mede o didmetro hidrodindmico, isto €, o
tamanho de particula incluindo a camada polieletrolitica altamente hidratada ao redor das
particulas, enquanto MEV mede apenas a parte solida das particulas (ZHOU et al., 2009).

O espalhamento dindmico de luz é usado para medir o tamanho das nanoparticulas, mas também
para avaliar sua estabilidade ao longo do tempo em suspenséo, em diferentes condi¢des de pH e

temperatura. O potencial zeta é usado para caracterizar a carga superficial das nanoparticulas,
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obtendo informacbes sobre sua estabilidade e interacdo da superficie com outras moléculas
(CARVALHO et al., 2018).

A Figura 11 mostra a evolucdo temporal do tamanho e do potencial zeta para PLGA/ZnPcSO4
revestidas com polieletrélitos. As amostras foram mantidas no escuro. As analises foram realizadas

em funcdo do tempo por 90 dias em &gua ultra-pura.

Figura 11 - Perfil hidrodindmico de tamanho de particula e potencial zeta da amostra de
PLGA/ZNnPcSO4 revestidas com polieletrolitos monitorada durante 90 dias apds a preparagéo.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A magnitude do potencial zeta é utilizada como um indicador de estabilidade da dispersdo contra
agregacao ou deposicdo (DERYABIN et al., 2015). Valores de potencial zeta acima de £ 30 mV
sdo normalmente considerados estaveis contra agregacédo devido a estabilizacdo da carga, ou seja,
as forcas de repulsédo eletrostatica séo altas o suficiente para impedir a agregagdo (LOWRY et al.,
2016). O potencial de superficie da particula antes do carregamento do FS foi encontrado em - 34,8
mV e ap0s o carregamento do FS -34,5 mV. Esses dados sugerem que o farmaco esta encapsulado
nas nanoparticulas porque o potencial zeta do sistema nanoparticulado esta proximo do potencial
zeta das nanoparticulas “vazias” (sem o fotossensibilizador) (HONARY; ZAHIR, 2013), o que é

desejavel para uma nanossuspensao estavel.



39

4.2 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO Uv-VISIVEL

Para determinar as propriedades intrinsecas do FS sozinho e quando encapsulado em sistema

nanoparticulado foi realizado o estudo de espectroscopia de absorc¢ao na regido do Uv-visivel.

Figura 12 - Espectros de absorg&o da ZnPcSOs (1 umol.L ™) em etanol/DMSO: (-) ZnPcSOs
livre; (-) ZnPcSO4 extraido de nanoparticulas polieletrolitica de PLGA,; (-) nanoparticula de
PLGA sem o farmaco.
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Fonte: Elaborado pela autora.

O espectro de absor¢do do fotossensibilizador, livre e encapsulado, demostra uma forte banda de
absorcdo em 646 nm. Essas caracteristicas indicam a absor¢do na chamada janela terapéutica
(regido de 600-800 nm), sendo que € nesta regido que a luz pode penetrar mais profundamente no
tecido, permitindo assim um tratamento mais eficaz das lesées (MALLIDI et al., 2016).

A qualidade do ajuste linear (R? > 0,9863) indica que ndo ocorreu agregacdo em solugio nas

condicgdes experimentais empregadas para esses estudos, o qual foi calculado respeitando a lei de
Lambert-Beer (Figura 13).
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Figura 13 - (a) Espectros de absor¢éo de ZnPcSO4 em diferentes concentragdes (1,0 — 10
umol.L—1). (b): grafico da concentragdo de ZnPcSO4 vs. absorbancia.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A curva de calibracdo do fotossensibilizador se apresentou de forma linear na faixa de concentracéo
de 1,0 - 10 umol.L* utilizando etanol/DMSO como solvente. A equacdo linear representativa foi
absorbancia = 0,05372 x [concentracdo ZnPcSO4, umol.L-1]- 0,01624 (R2 = 0,9863)

Foram obtidos rendimentos satisfatorios e eficiéncia de encapsulacédo do fotossensibilizador nas
nanoparticulas PLGA revestidas com filmes de polieletrolitos (rendimento = 78% + 0,9 e EE =
82,1 % + 1,2). Patel et al. (2012) desenvolveram e caracterizaram nanoparticulas multifuncionais
de acido poli-latico-co-glicolico (PLGA) carregadas com indocianina verde (ICG) como um
bioativo para TFD e encontraram uma eficiéncia de encapsulamento de 48,75 + 5,48% (PATEL et
al., 2012).

4.3 AVALIACAO DO DESEMPENHO DE LIBERACAO DO FARMACO IN VITRO

A técnica LbL envolve a montagem alternada de filmes de polieletrélitos carregados de maneira
oposta por meio de interagdes eletrostaticas, oferecendo maltiplas possibilidades para modificacfes
ndo-covalentes de qualquer superficie para fabricacdo de sistemas de liberacdo de farmacos
(ESCOBAR et al., 2019). O uso dessa técnica tem demonstrado a construcao de filmes finos sob
condigdes aquosas para liberacdo controlada de iniUmeras terapéuticas, incluindo proteinas, fatores
de crescimento, peptideos e farmacos (MOSKOWITZ et al., 2010).
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A estabilidade do filme polieletrolitico se deve em grande parte a interagdo dos polieletrolitos de
cargas opostas, sendo possivel a deposi¢cdo de um filme estavel nas nanoparticulas poliméricas e
que libere o farmaco de maneira gradual.

Neste estudo, a quantidade de fotossensibilizador liberado foi monitorado por espectroscopia na
regido do UV-vis, em 646 nm, que corresponde ao comprimento de onda de absor¢do méaxima do
fotossensibilizador em analise (Figura 14).

Figura 14 - Perfil de liberagdo de ZnPcSO4 encapsulada em nanoparticulas poliméricas de PLGA
recobertas por uma camada do complexo {PAH/PSS}.
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Fonte: Elaborado pela autora.

H& uma liberacdo inicial de ZnPcSO4 nas primeiras 6 h, que libera cerca de 23% do total do
fotossensibilizador liberado durante todo o experimento. Depois da liberagdo do burst inicial,
ocorre uma liberacdo prolongada. A ZnPcSOs é liberada lentamente em um periodo de 6 a 100
horas, apos o qual é atingido um platé. Comparativamente com o FS em sua forma livre, ou seja,
quando ndo veiculado em um sistema de liberagdo, no mesmo periodo, a liberacéo inicial atinge a

taxa de aproximadamente 48 %.
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Ane Escobar e colaboradores (2019) demostraram a construcéo de multicamadas de polieletrolitos
a base de polianilina (PLL) e complexos de poli (acido acrilico) (PAA) aplicando a técnica camada
por camada (LbL) utilizando a gentamicina como antimicrobiano. Os autores relatam que a
multicamada de polieletrolitos mostrou uma liberagéo inicial de gentamicina nas primeiras 6 h,
liberando 58% do total gentamicina, seguida por uma liberacdo sustentavel com duracdo de
semanas (ESCOBAR et al., 2019).

4.4 ESTUDOS DE CITOTOXICIDADE E FOTOTOXICIDADE IN VITRO

O PLGA pode ser facilmente formulado em nanoparticulas para o encapsulamento de numerosos
compostos, incluindo quimioterapicos, analgésicos e anti-inflamatérios (HUNG et al., 2016). Neste
estudo o PGLA foi utilizado para a sintese de nanoparticulas polieletroliticas encapsuladas com
um fotossensibilizador ativo em TFD.

Para avaliar a biocompatibilidade e a acdo fotodindmica do sistema nanoparticulado desenvolvido
foram realizados experimentos in vitro utilizando cultura celular em monocamada com a linhagem
de camundongo murino B-16 como modelo bioldgico.

Nos experimentos de citotoxicidade, ou seja, na auséncia de luz, a viabilidade celular foi avaliada
usando a ZnPcSOq4 livre e a ZnPcSO4 encapsulada, em diferentes concentragdes (Figura 15).
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Figura 15 - Citotoxicidade do fotossensibilizador ZnPcSO4 em linhagem celular B-16.
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Fonte: Elaborado pela autora.

As nanoparticulas vazias ndo foram toxicas para o sistema celular, demostrando a
biocompatibilidade do sistema desenvolvido. Os dados da Figura 15 mostraram que as células
tratadas com o fotossensibilizador livre e encapsulado em nanoparticulas de PLGA polieletroliticas
ndo apresentaram toxicidade no escuro, com viabilidade celular acima de 90% na auséncia de
radiagdo luminosa. Entretanto, sob irradiacdo luminosa foi capaz de induzir efeitos prejudiciais

significativos (Figura 16).
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Figura 16 - Fototoxicidade do fotossensibilizador ZnPcSO4 em linhagem celular B-16.
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Fonte: Elaborado pela autora.

O tratamento com 5,0 pmol.L'de ZnPcSOs4 encapsulada em nanoparticulas poliméricas
polieletroliticas induziu 90% da morte celular contra 20% para ZnPcSOxs livre sob irradiacdo de 10
J.cm Sob a mesma irradiacdo, nenhuma fototoxicidade foi medida para as células de controle,
mostrando a eficiéncia do efeito da TFD nos parametros analisados. Mehraban e colaboradores
(2019) avaliaram o encapsulamento de um derivado da zinco ftalocianina (ZnPcBCHz) em
nanoparticulas poliméricas objetivando melhorar a captagéo celular e fototoxicidade. Os autores
demonstram que a viabilidade celular foi significativamente reduzida para 0 ZnPcBCHs3
encapsulado em nanoparticula quando comparado ao controle e ZnPc-BCHGs livre. Esse fator pode
ser atribuido & maximizacdo das propriedades espectroscopicas apresentadas pelo
fotossensibilizador quando encapsulado em nanoparticulas poliméricas, que potencializa a agdo do
farmaco e contribui para a acdo no fotoprocesso (MEHRABAN; MUSICH; FREEMAN, 2019).
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5 CONCLUSAO

As nanoparticulas de PLGA foram preparadas com sucesso pelo método de dupla
emulsdo/evaporagdo do solvente. Essas particulas foram recobertas com camadas de filmes de
polieletrolitos pela técnica de montagem polieletrolitica LbL utilizando dois polieletrélitos de carga
oposta (PAH/PSS), e o sistema nanoparticulado foi carregado com a zinco ftalocianina
tetrassulfonada (ZnPcSO4) para produzir nanoparticulas de PLGA fotossensivel funcionalizadas;
A nanoencapsulacao foi adequado para a preparagéo de NP-PLGA porque o sistema se apresentou
em tamanho nanométrico, com distribuicdo homogénea e formato regular. O recobrimento das
nanoparticulas com filme fino de polieletrolitos de cargas opostas pela técnica da LbL reduziu a
taxa de liberagdo e atenuou o burst inicial do FS. A toxicidade no escuro, realizada por
experimentos in vitro utilizando células B-16 como modelo bioldgico, mostrou a
biocompatibilidade do sistema nanoparticulado desenvolvido neste trabalho e a fototoxicidade foi
suscetivel a grandes danos apds a irradiacdo, provavelmente levando a uma série de eventos
desencadeados principalmente pela producéo local de espécies reativas de oxigénio no ambiente
celular. Esses resultados reforcam a ideia de que o uso de sistemas de liberacdo de farmacos, como
as nanoparticulas polieletroliticas de PLGA, é promissor para TFD em tecidos neoplasicos.
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	Ao desenvolver sistemas de liberação de fármacos, se faz necessário um sistema de encapsulamento e liberação diferente dos comumente empregados nos fármacos sintéticos, sobretudo em relação da hidrofilia destas moléculas, do tamanho e das mudanças con...
	Atualmente, as nanopartículas poliméricas biodegradáveis estão sendo cada vez mais utilizadas para aumentar a eficácia terapêutica de fármacos, desenvolvendo e aprimorando sua solubilidade, tempo de retenção e sua biodisponibilidade desde o diagnóstic...
	Os polímeros mais utilizados na preparação de nanopartículas na área farmacêutica são poli (ácido D, L-láctico-co-glicólico) (PLGA), poli (ácido láctico) (PLA), poli (ácido glutâmico) (PGA), poli (caprolactona) (PCL), copolímeros de N-(2-hidroxipropil...
	O direcionamento ativo destas nanopartículas é promissor para o tratamento do câncer, o qual se baseia na utilização destas nanoestruturas funcionalizadas nos fármacos. Estes sistemas nanoparticulados têm a propriedade de se acumular preferencialmente...
	A terapia fotodinâmica (TFD) tem se torna do uma técnica promissora no tratamento de vários tipos de câncer proporcionando uma baixa toxicidade sistêmica e podendo ser aplicada localmente sobre uma região específica para o tratamento do tumor minimiza...
	Na TFD, um composto fotossensível, chamado de fotossensibilizador (FS), é ativado por luz em um comprimento de onda específico, e na presença de oxigênio molecular, produz uma cascata de reações, levando a formação de espécies reativas de oxigênio (ER...
	A zinco ftalocianina tetrassulfonada (ZnPcSO4), é um composto promissor pertencente a 2ª geração de fotossensibilizadores e se destaca por apresentar um pico de absorção na região do vermelho no espectro eletromagnético (na região de 670 nm) e consequ...
	A ZnPcSO4 apresenta características adequadas para tratamentos fotobiológicos (SIBATA et al., 2000). Porém, a sua grande estrutura hidrofóbica promove a auto-agregação com forte tendência de formação de dímeros, especialmente em meio aquoso, ou seja, ...
	Em vista destes fatos, o desenvolvimento de novos sistemas de liberação de fármacos que podem eficientemente carregar a ZnPcSO4 na sua forma não agregada poderia permitir seu uso clínico em TFD. Até o momento, poucos estudos têm se centrado no desenvo...
	A técnica de montagem camada a camada, chamada de layer-by-layer (LbL) é baseada na deposição de filmes finos de polieletrólitos de cargas opostas sobre a superfície de sistemas nanoparticulados (DECHER; HONG; SCHMITT, 1992).
	O recobrimento LbL pode ser usado como um meio de direcionar os sistemas nanoparticulados e para reduzir a taxa de liberação inicial do fármaco incorporado nas nanopartículas (PATERNO; MATTOSO; DE OLIVEIRA, 2001).
	Neste estudo, um novo sistema de nanopartículas, composto de PLGA e polieletrólitos foi preparado pela técnica de dupla emulsificação/evaporação do solvente pela subsequente deposição de filmes finos de polieletrólitos, para produzir nanopartículas de...
	1.1 Objetivo Geral

	O objetivo deste projeto foi desenvolver um novo sistema nanotecnológico de liberação controlada de fármacos, utilizando nanopartículas de PLGA polieletrolítica para encapsular a ZnPcSO4 como fotossensibilizador ativo em TFD.
	1.2 Objetivos Específicos

	 Sintetizar nanopartículas de PLGA pelo método de dupla emulsificação/evaporação do solvente;
	 Realizar a deposição de filmes finos de polieletrólitos, para produzir nanopartículas de PLGA polieletrolíticas;
	 Encapsular o fármaco zinco ftalocianina tetrassulfonada (ZnPcSO4) em um sistema de nanopartículas de poli (ácido lático-co-glicólico);
	 Caracterizar as nanopartículas fabricadas por microscopia eletrônica de varredura;
	 Caracterizar o sistema nanoparticulado por técnicas no estado estacionário;
	 Avaliar o comportamento citotóxico e fotobiológico das nanopartículas de PLGA polieletrolíticas utilizando os protocolos de TFD.
	2 REVISÃO DE LITERATURA
	2.1 Nanotecnologia e Nanomedicina

	A nanotecnologia é considerada uma tecnologia emergente, sendo um campo inovador da ciência que tem a finalidade de estudar a manipulação da matéria numa determinada escala atômica e/ou molecular, lidando com estruturas nanoscópicas, em uma escala con...
	A nanotecnologia chega em uma era na qual o seu beneficiamento entre indústrias, instituições não governamentais e meio acadêmico irão acelerar o desenvolvimento de novos produtos em escala mundial. Diante disso, existirá um momento em que o atual e t...
	Já existe nos mercados produtos comercializados em nanoescala, como dióxido de ouro, prata, cobre e titânio que, quando adicionados aos materiais de tinta e plástico (por exemplo), melhoram seu desempenho. Existem também alguns produtos que estão em f...
	A nanotecnologia vem recebendo atualmente um considerável destaque em várias áreas como ciência da computação, física, química, biologia, engenharia dos materiais e principalmente na medicina, em tratamentos e terapias relacionadas ao câncer (JAWAID; ...
	Ao longo dos anos, os avanços da medicina proporcionaram a junção e aplicação de nanotecnologias em vários estudos e tratamentos, tornando-se um mercado com grande potencial no desenvolvimento de fármacos potencialmente auxiliadores em tratamentos de ...
	A nanotecnologia atrelada com a medicina (nanomedicina) busca constantemente aprimorar conhecimentos e descobrir novas nanotecnologias, possibilitando meios de um diagnóstico precoce até o devido tratamento, reduzindo risco para o organismo do pacient...
	Além disso, toda essa nanotecnologia envolvida permite nos dias de hoje nanodiagnósticos capazes de identificar doenças em estados iniciais ao mais avançado, estudando interações em nanoescala (HEHENBERGER, 2015).
	2.2 Sistemas Carregadores de Fármacos

	Os chamados de drug delivery systems – DDS, também conhecidos como sistemas carregadores de fármacos, são denominados como processos em que um determinado princípio ativo em sua formulação farmacêutica se torna disponível para ser absorvido pelo organ...
	Os sistemas de liberação dos fármacos são divididos em tradicionais e modificados. Nos sistemas tradicionais, o fármaco é liberado de modo que seja absorvido completamente pelo organismo, se caracterizando pela formação de um pico plasmático após a su...
	O desenvolvimento de sistemas de liberação modificada de fármacos se deu na década de 60, com o desenvolvimento de microcápsulas com tamanhos entre 5 a 2000 µm. Tempos depois, o sistema de microencapsulamento serviu como modelo para o desenvolvimento ...
	Os sistemas de liberação dos fármacos modificados, são descritos como sendo sistemas desenvolvidos a fim de possibilitar um melhor aproveitamento do fármaco pelo organismo, em comparação com os sistemas convencionais. Ou seja, ter um sistema que possa...
	Figura 1 - Perfis da concentração plasmática de fármaco em função do tempo.
	Fonte: Golan; Tashjian; Armstrong (2009)
	2.3 Nanopartícula de PLGA

	As nanopartículas poliméricas podem ser classificadas de acordo com a sua morfologia em nanoesferas ou nanocápsulas, no qual sua estrutura é definida pela utilização de determinados componentes na formulação e a técnica de preparo. As nanoesferas poss...
	Figura 2 - Estrutura morfológica das nanopartículas poliméricas: nanoesfera e nanocápsula.
	Fonte: Elaborado pela autora.
	Ao se realizar o preparo de nanopartículas com polímeros, os comumente utilizados podem ser de origem natural, tais como alginato, albumina, gelatina e quitosana, ou de origem sintética, como poli (ácido lático – PLA), poli-ℇ-caprolactona (PCL) e poli...
	O PLGA (poli ácido lático-co-ácido glicólico), é caracterizado como sendo um copolímero dos monômeros ácido lático e ácido glicólico, no qual tem despertado grande interesse na área de  pesquisas para a utilização em sistemas de liberação de fármacos,...
	Figura 3 - Estrutura química do poli (ácido láctico-co-ácido glicólico) (PLGA).
	Fonte: Makadia e Siegel (2011).
	Além disso, as nanopartículas de PLGA permitem elevado grau de eficiência no encapsulamento de fármacos lipofílicos, e o recobrimento polimérico do fármaco proporciona uma proteção de possíveis degradações e redução de irritações que podem ser ocasion...
	Existem diversas técnicas de preparação das nanopartículas poliméricas, no qual são responsáveis para a definição do tamanho, eficiência de encapsulamento do fármaco, e do tipo de estrutura formada, sendo esta nanocápsula ou nanoesfera (ZHAO et al., 2...
	De uma forma geral, o preparo destas nanopartículas podem ser classificadas em dois tipos:
	 Polimerização de monômeros: Processo químico na qual resulta na formação de macromoléculas denominadas de polímeros, por mediação de moléculas menores, os monômeros;
	 Polímeros pré-formados: Produzidas por emulsificação-evaporação do solvente, por emulsificação-difusão do solvente ou salting-out (insolubilização da proteína em decorrência de considerável aumento de força iônica).
	A técnica de polimerização de monômeros resulta na formação de resíduos tóxicos que são difíceis de purificar. Com isso as técnicas utilizadas com os polímeros pré-formados estão sendo as mais utilizadas por pesquisadores para no desenvolvimento de si...
	No método de emulsificação/evaporação, utilizado para desenvolver as nanopartículas fabricadas neste trabalho de pesquisa, o PLGA é dissolvido em um solvente imiscível em água e volátil, como o diclorometano (DCM) ou clorofórmio (DINARVAND et al., 2011).
	As etapas básicas do processo são: (i) emulsificação de um fase dispersa de PLGA em uma solução aquosa contendo emulsificante com exposição a uma fonte de alta energia, como um dispositivo ultrassônico ou homogeneizador de alta rotação, (ii) evaporaçã...
	2.4 Terapia Fotodinâmica

	As civilizações mais antigas, entre eles indianos, egípcios, gregos e chineses, faziam o uso da luz solar ("helioterapia") para o tratamento de algumas doenças, como psoríase, raquitismo, vitiligo e em alguns casos até mesmo contra câncer de pele. Com...
	No ano de 1904, o aluno Oscar Raab relatou a seu professor Herman von Tappeiner que a combinação de luz com laranja de acridina poderia ser um potencial destruidor de um organismo vivo, chamado paramécio. Já em 1905, o professor Herman von Tappeiner d...
	A terapia fotodinâmica (TFD) tem um dos principais desafios a ser superado é promover a administração do fotossensibilizador (FS) ao tecido alvo. A maioria dos FS formam agregados em meios aquosos devido sua elevada hidrofobicidade, afetando suas prop...
	A fim de melhorar a disponibilidade dos FS na forma monomérica e superar o problema da agregação, seria combiná-los com nanomateriais, melhorando a eficiência da TFD no que diz respeito ao direcionamento dos FS ao tecido alvo e também superar possívei...
	A TFD é definida como uma técnica terapêutica realizada em duas etapas, onde a utilização da droga (tópica, sistêmica ou sensibilizante) é seguida por uma irradiação de uma luz visível, com o objetivo de causar destruição seletiva de um tecido. Os fot...
	A TFD tem início com o fornecimento de energia para o sistema por meio de irradiação do tecido fotossensibilizado (MODESTO et al., 2014). A molécula do FS absorve esta energia, passando do estado fundamental (S0) para um estado mais energético (Sn), o...
	Figura 4 - Diagrama de Jablonski adaptado para descrever as possíveis trajetórias após a excitação da molécula de FS.
	Fonte: Elaborado pela autora.
	Para compreendermos melhor a TFD, é preciso definir as interações e propriedades de 3 elementos envolvidos nestes processos fotoquímicos: Luz, corante e oxigênio (BLOISE et al., 2017; KAWCZYK-KRUPKA et al., 2018).
	2.5 Corantes

	Os corantes são classificados como substâncias que apresentam grande capacidade de absorção de luz na região do espectro visível. Por apresentarem esta característica, os corantes podem ativar processos fotoquímicos. Existem alguns exemplos, como no p...
	No processo da TFD, os corantes são denominados por fotossensibilizadores, devendo ser um compostos não tóxico e estes são subdivididos nos seguintes grupos: azino-catiônicos, fenotiazínicos, cianinas, macrocíclicos, ftalocianinas, psoralens, porfirin...
	A ftalocianina (Pc), é um tipo de corante molecular, que tem sido amplamente utilizada como fotossensibilizador para terapia fotodinâmica (TFD) por diversos motivos, como apresentar longos comprimentos de onda de absorção (λmax> 660 nm), altos coefici...
	Ao considerar fotossensibilizadores para uso clínico, várias características são importantes. O candidato a fotossensibilizador deve produzir com eficiência espécies reativas de oxigênio, apresentar absorção máxima em comprimentos de onda que são faci...
	A Zinco Ftalocianina Tetrassulfonada (ZnPcSO4), Figura 5, um derivado de ftalocianina, solúvel em água, apresenta um pico de absorção na região de 600 nm, indicado para tratamento fotobiológicos, uma vez que nesta região há ótima penetração da luz no ...
	Figura 5 - Representação da estrutura química da Zinco Ftalocianina Tetrassulfonada (ZnPcSO4).
	Fonte: Elaborado pela autora.
	Porém, essa molécula possui um fator limitante atribuído a sua elevada massa molar (898,15 g.mol-1), que dificulta a penetração nos tecidos alvos (LIU et al., 2007). Além deste fator, a autoagregação, atribuída a sua extensa estrutura hidrofóbica, pro...
	A entrega eficiente de fotossensibilizadores no tecido alvo pode ser direcionada pelo uso de sistemas de liberação de fármacos, como lipossomas, dendrímeros, nanocápsulas e nanopartículas poliméricas (MESQUITA et al., 2018). O uso seletivo de um deste...
	2.6 Layer by Layer

	A técnica de deposição camada por camada, mais conhecida como deposição layer-by-layer (LBL) se destaca por ser uma técnica simples, com baixo custo, gerando perda mínima de material e principalmente não agredindo o meio ambiente, visto que os materia...
	Langmuir discutiu o fato de que a adsorção de íons em uma superfície é limitada a apenas uma monocamada, onde demonstrou uma camada de íons tório sendo adsorvida em uma monocamada de estearato de bário em água. A adsorção de partículas coloidais em um...
	Decher e colaboradores estabeleceram a técnica de deposição LbL após o sugestivo relado de ller, onde descreveram a adsorção com camadas alternadas de poliânions e policátions em um substrato sólido com superfície eletricamente carregada (DECHER; 1997).
	Cada ciclo de deposição produz uma estrutura de polímero complexado e interpenetrado, denominada bicamada e esta notação é usada comumente na seguinte equação 1:
	(Poly1 X / Poly2 Y) n                                      (1)
	Onde, Poly1 e Poly2 referem-se a abreviação do nome de cada polímero usado, X e Y referem-se ao pH das soluções poliméricas utilizadas durante a montagem multicamada e n refere-se ao número de bicamadas depositadas (COSTA; ALATORRE-MEDA; MANO, 2015).
	Essas etapas podem ser repetidas quantas vezes forem necessárias, e durante esses processos uma grande variedade de polieletrólitos, proteínas, DNA ou matérias carregadas podem ser combinados, tais como substratos estruturalmente elaborados podem func...
	As forças motrizes da deposição de polieletrólitos podem incluir interações eletrostáticas, bem como não eletrostáticas, tais como hidrofobicidade, ligações de hidrogênio e forças de Van der Waals (CAMPOS; FRACETO; FERREIRA, 2018).
	Em capsulas PEM (do inglês Polyelectrolyte multilayer) ou filmes, foi demonstrado que a liberação de fármaco é uma função da força iônica, pH e/ou espessura das multicamadas. A absorção do fármaco no PEM é de grande interesse no campo de biomateriais....
	Diferentes estratégias de liberação controlada desses filmes e fármacos estão sendo utiliadas, incluindo a difusão, o desencadeamento ambiental e a degradação hidrolítica. Cada uma dessas estratégias pode gerar perfis de liberação interessantes, mas t...
	3 MATERIAIS E MÉTODOS
	O projeto foi desenvolvido no Laboratório de Síntese Orgânica na Universidade do Vale do Paraíba (Univap) e o material utilizado foi financiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPQ #426625/2016-1) e pela Univap.
	3.1 Materiais

	Poli ácido lático-co-ácido glicólico (PLGA), poli(estireno sulfonato de sódio) (PSS), poli(alilamina hidroclorada) (PAH) e Zinco Ftalocianina Tetrassulfonada (ZnPcSO4) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. O álcool polivinílico (PVA) utilizado foi da emp...
	3.2 Fabricação das Nanopartículas de PLGA Polieletrolíticas

	Nanopartículas contendo ZnPcSO4 foram preparadas a partir de PLGA de acordo com a metodologia descrita anteriormente por Sohier e colaboradores (2003) com modificações (SOHIER et al., 2003). Resumidamente, 100 mg de PLGA foram dissolvidos em diclorome...
	O solvente (DCM) foi evaporado da emulsão água/óleo/água formada à temperatura ambiente (25 C) por 8 h, sob agitação magnética. Nanopartículas carregadas com ZnPcSO4 foram purificadas por 30 min de centrifugação a 3000 rpm e ressuspensão em água.  As ...
	Figura 6 - Fluxograma da metodologia de dupla emulsificação/evaporação do solvente utilizado no preparo da nanopartículas de PLGA.
	Fonte: Elaborado pela autora.
	As soluções de PAH e PSS (2 mg.mL-1) utilizadas para a montagem da bicamada polieletrolítica foram preparadas em água DI. As nanopartículas de PLGA foram suspensas em água DI por meio de sonicação durante 10 min antes da montagem da LbL. As partículas...
	Figura 7 - Esquema de preparação das nanopartículas de PLGA polieletrolíticas (NP-PLGA/ ZnPcSO4).
	Fonte: Elaborado pela autora.
	3.3 Caracterização Morfológica

	A morfologia externa das NP-PLGA/ ZnPcSO4 foi examinada por microscopia eletrônica de varredura (MEV) em um equipamento EVO-MA10 (Zeiss-Alemanha).
	3.4 Caracterização Físico-Química de Nanopartículas de NP-PLGA/ ZnPcSO4

	O tamanho de partícula e o potencial zeta das NP-PLGA/ ZnPcSO4 foram medidos usando espalhamento dinâmico de luz (DLS) (Malvern Zetasizer Nano ZS, Malvern, Reino Unido). Para a medição do DLS, as partículas foram dispersas em água destilada e medidas ...
	3.5 Espectroscopia de Absorção UV-vis no Estado Estacionário

	As propriedades fotofísicas das NP-PLGA/ ZnPcSO4 foram investigadas por espectroscopia de absorção de UV-vis usando um espectrofotômetro Varian Cary 50 à temperatura ambiente. A curva de calibração foi construída em sete níveis de concentração dentro ...
	3.6 Rendimento do Processo (%)

	Para determinar o percentual de rendimento da síntese, a amostra de pó de nanopartículas obtida foi pesada e o percentual de rendimento calculado usando a seguinte equação 2, conforme relatado na literatura (KOLLURU et al., 2013).
	Y (%) = {[peso das nanopartículas] / peso de polímero e FS]} x 100                     (2)
	O método de encapsulamento será realizado em triplicata (n = 3).
	3.7 Determinação da Eficiência de Encapsulamento (EE)

	A quantidade de fármaco adsorvido ou encapsulado nas nanopartículas polieletrolíticas de PLGA foi determinada a partir da quantidade de ZnPcSO4 livre no sobrenadante após o processo de centrifugação, determinado por espectroscopia de absorção por UV-v...
	EE (%) = {([peso do ZnPcSO4 total - peso do ZnPcSO4 no sobrenadante])/(peso do ZnPcSO4 total)} x 100                                                                                                        (3)
	Uma curva de calibração padrão do pico máximo de absorção (a 646 nm) versus concentração, usando concentrações conhecidas de ZnPcSO4 em etanol foi plotada para determinar ZnPcSO4 livre.
	3.8 Avaliação do Desempenho de Liberação do Fármaco in Vitro

	Para avaliar o desempenho de liberação de drogas in vitro do FS a partir de nanopartículas polieletrolíticas de PLGA, 5,0 mg foram dispersas em solução tampão PBS (5 mL, pH = 7,4) e agitadas a 37 oC. Em diferentes intervalos predeterminados, a suspens...
	3.9 Culturas de Células

	Neste trabalho, os ensaios biológicos foram avaliados in vitro usando a linha de células de câncer de melanoma de camundongo B16-F10 (ATCC 6322). A resposta da TFD foi avaliada com base na aplicação de um diodo emissor de luz (LED), com potência de sa...
	Culturas de monocamada foram cultivadas no meio essencial mínimo (DEMB) Eagle da Dulbelco Eagle com 10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina-estreptomicina e 1% de aminoácidos não essenciais. As células foram mantidas em incubadora a 37  C e atmosfe...
	3.10 Ensaio de Citotoxicidade das NP-PLGA/ ZnPcSO4

	Para avaliar o efeito citotóxico intrínseco das NP-PLGA/ ZnPcSO4 , as células foram mantidas no escuro e incubadas com uma mistura de meio fresco e nanopartículas poliletrolíticas de PLGA encapsuladas com o FS em concentrações finais de 1,0; 3,0; e 5,...
	3.11 Ensaio de Fotocitotoxicidade das NP-PLGA/ZnPcSO4 em Células de Melanoma de Camundongo

	Para avaliar o efeito fototóxico de ZnPcSO4 nanoencapsulado, as células de melanoma foram tratadas com meio contendo NP-PLGA/ ZnPcSO4 a 1,0; 3,0; e 5,0 μmol.L-1 (5% CO2, 37   C).  Após 3 h de incubação, o meio carregado com ZnPcSO4 nanoencapsulado foi...
	3.12 Ensaio de Viabilidade por MTT

	O método de proliferação celular MTT foi empregado para avaliar a viabilidade celular após os ensaios citotóxicos ou fotocitotóxicos. Resumidamente, alíquotas de 80 μL de solução MTT (5 mg.mL− 1) e 420 μL de meio sem vermelho de fenol foram adicionado...
	3.13 Análise Estatística

	Todos os testes foram realizados em triplicata e todos os dados foram submetidos à ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. O Microsoft Excel foi usado para criar os gráficos de geração. Todos os dados são expressos como a média ± DP de três experiências i...
	4 RESULTADOS E DISCUSSÃO
	4.1 Desenvolvimento do Sistema Nanoparticulado

	Nanopartículas biodegradáveis ​​de PLGA têm sido amplamente explorados como carreadores de macromoléculas como proteínas, peptídeos, vacinas, genes, antígenos e fatores de crescimento. Estes dispositivos são produzidos principalmente pela técnica de s...
	NP-PLGA/ZnPcSO4 foram preparados com sucesso pelo método de dupla emulsificação/evaporação do solvente. Soppimath e colaboradores (2001) sugerem que o método de encapsulamento deve produzir nanopartículas com alta eficiência de carregamento de medicam...
	Uma combinação de par de policátion /poliânion (PAH / PSS - policátion fraco/poliânion forte) foi usado para formar um revestimento LbL em torno de nanopartículas de PLGA de 200 nm (Figura 8).
	Figura 8 – Micrografia:  a) das nanopartículas de PLGA; b) das nanopartículas de PLGA polieletrolíticas fotossensíveis.
	Fonte: Elaborado pela autora.
	A literatura descreve que o processo de recobrimento de nanopartículas com filmes de polieletrólitos em concentrações acima de 2 mg.mL-1, ocasiona agregação irreversível de partículas devido à fraca dispersão da solução de polieletrólito (CHAI et al.,...
	A superfície das nanopartículas de PLGA não revestidas é negativa com uma carga superficial de - 34,8 mV. Com a deposição das camadas de polieletrólitos nas nanopartículas de PLGA ocorre a mudança no potencial de superfície para +37,1 mV para a camada...
	Figura 9 - Potencial zeta para nanopartículas de poli (ácido lático-co-glicólico) revestidas com PAH e PSS (n = 3; média ± desvio padrão).
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