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RESUMO

Este trabalho descreve a sintese e caracterizagdo de nanoparticulas polieletroliticas de
albumina sérica bovina (BSA) para liberacdo controlada utilizando a ftalocianina de silicio di-
hidréxido [SiPc(OH),;] como modelo de fotossensibilizador para aplicacdo em Terapia
Fotodinamica (TFD). As nanoparticulas de BSA foram preparadas pelo processo de
dessolvatacdo em um passo e o sistema nanoparticulado foi recoberto com polieletrolitos
utilizando o poli-(4-estireno sulfonato de sédio) como um polianion forte e o hidrocloreto de
poli- alilamina como um policétion fraco pela técnica de automontagem camada por camada
(conhecida como layer-by-layer-LbL). O sistema nanoparticulado funcionalizado com a
camada de biofilme polieletrolitico apresentou um didametro hidrodindmico médio de volume
de 226,9 + 88,74 nm com indice de polidispersividade de 0,153. A mudanca do potencial zeta
indica alternancia bem-sucedida na deposic¢do do polication PAH e do polianion diretamente
nas nanoparticulas de BSA. A investigacdo de liberacdo de drogas in vitro constatou que a
bicamada de polieletrélito depositada via LbL é muito eficiente na reducdo da taxa de
liberacdo inicial (burst inicial) para os medicamentos carregados nas nanoparticulas de BSA.
A atividade fotobiolGgica para o sistema nanoparticulado foi avaliada em linhagem celular de
melanoma murinho de camundongo (B-16). Os estudo in vitro mostraram que o sistema ndo é
citotoxico no escuro, mas exibe uma fototoxicidade substancial quando combinados na
proporcdo de 1,2 mol.L™ de fotossensibilizador encapsulado e 10,0 J.cm™ de luz. Estas
condic@es sdo suficientes para matar cerca de 90% das células. Os resultados demonstram que
a adsorcdo do fotossensibilizador nas nanoparticulas de BSA juntamente com a montagem
camada a camada de polieletrolitos fornece uma forma de fabricagdo de materiais
nanoestruturados biocompativeis, que visam a sua utilizacdo como biomaterial para aplicacéo
em Terapia Fotodinamica e visando contribuir para o aprimoramento tecnoldgico e cientifico
do pais em area inovadora e com potencial elevado de impacto social.

Palavras-chave:  Albumina  sérica  bovina.  Dessolvatacdo.  Fotossensibilizador.
Nanoparticulas. Polieletrélitos. Terapia fotodindmica.






PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF NANOPARTICLE BSA
POLYELETROLYTICS AS A RELEASE SYSTEM FOR ACTIVE COMPOUNDS IN
PHOTODYNAMIC THERAPY

ABSTRACT

This work describes the synthesis and characterization of bovine serum albumin (BSA)
polyelectrolytic nanoparticles for controlled release using silicon dihydroxide phthalocyanine
[SiPc (OH),] as a photosensitizer model for application in Photodynamic Therapy (TFD).
BSA nanoparticles were prepared by the one-step desolvation process and the nanoparticulate
system was coated with polyelectrolytes using poly-(4-estireno sulfonato de sédio) as a strong
polyanion and polyallylamine hydrochloride as a weak polycation by the technique layer by
layer (known as layer-by-layer-LbL). The nanoparticulate system functionalized with the
polyelectrolytic biofilm layer presented an average hydrodynamic volume diameter of 226.9 £
88.74 nm with a polydispersity index of 0.153. The change in zeta potential indicates
successful alternation in PAH and polyanion deposition directly into BSA nanoparticles. In
vitro drug release investigation has found that LbL-deposited polyelectrolyte bilayer is very
effective in reducing the initial burst rate for drugs loaded on BSA nanoparticles.
Photobiological activity for the nanoparticulate system was evaluated in mouse murine
melanoma cell line (B-16). In vitro studies have shown that the system is not cytotoxic in the
dark, but exhibits substantial phototoxicity when combined at a ratio of 1.2 mol.L™
encapsulated photosensitizer and 10.0 J.cm™ light. These conditions are sufficient to kill
about 90% of cells. The results demonstrate that the photosensitizer adsorption on BSA
nanoparticles together with the polyelectrolyte layer-by-layer assembly provides a way to
manufacture biocompatible, nanostructured materials that are intended for use as biomaterials
for Photodynamic Therapy applications and to contribute to the technological improvement
and of the country in an innovative area with a high potential for social impact.

Keywords: Bovine serum albumin. Desolvation. Photosensitizer. Nanoparticles.
Polyelectrolytes. Photodynamic therapy.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, diversos avangos cientificos-tecnologicos englobando a area da
saude tém se desenvolvido. Entre eles, podemos destacar as pesquisas abordando a
nanociéncia e nanotecnologia com foco no desenvolvimento de formulagdes para o tratamento
de céancer, fungos e bactérias.

A nanotecnologia permite a criacdo de materiais funcionais por meio do controle da
matéria na escala nanométrica (igual ou inferior a um bilionésimo de metro), criando produtos
com propriedades quimicas, fisicas e mecéanicas diferentes dos materiais de origem (escala
macroscopica). Para exemplificar a escala de comprimento, um fio de cabelo humano tem
100.000 nm de largura e uma célula de cancer tem aproximadamente 10.000 nm de largura
(Figura 1) (MOHANTY; SENAPATI, 2017).

Figura 1: Elementos em uma escala nanométrica.

Agua Glicose DNA Virus Bactéria  Célula de Cancer Fio de Cabelo

~ |

. S £oin) \

by o MY & \ Sy \

] ] | ] ] ] ] nm

| | | | | | |

$ S
N - ° S Y $ S
© N N v S

Fonte: o autor.

Com a evolucdo e variedades de estruturas produzidas, a veiculagdo de principios
ativos (farmacos) em nanodispositivos vém sendo desenvolvida por pesquisadores do mundo
todo com o proposito de direcionar e controlar a liberacéo de farmacos, descritos na literatura
como sistemas de liberacdo controlada (drug delivery systems- DDS), visando controlar a
velocidade e o local de liberacdo dos farmacos no organismo. A nanotecnologia aplicada a
salde, também chamada de nanobiotecnologia, visa 0 desenvolvimento de nanosistemas,
como lipossomas, nanoemulsdes e nanoparticulas, que possibilitam o controle da
biodistribuicdo e a liberacdo de um farmaco de maneira sitio-especifica (THASSU;
PATHAK; DELEERS, 2007).
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A Terapia Fotodindmica (TFD) e o desenvolvimento de sistemas nanoestruturados
como veiculos para a liberacdo de agentes ativos nesta terapia destaca-se como um processo
promissor visando o tratamento seletivo de tecidos neoplasicos.

A TFD se configura como uma técnica de tratamento bem estabelecida para doencas
oncoldgicas e ndo-oncoldgicas como fungicas, bacterianas e virais. O protocolo de aplicacdo
da TFD se baseia na ativacdo de um fotossensibilizador (FS) com luz na regido do vermelho
no espectro eletromagnético, que na presenca de oxigénio molecular, produz espécies reativas
de oxigénio que resulta no dano celular das células que foram expostas ao FS e a luz
simultaneamente, configurando a seletividade do processo.

As ftalocianinas sdo classificadas como fotossensibilizadores de segunda geragédo e
apresentam elevada conjugacdo eletrénica, o que permite a absor¢do de luz na regido do
visivel com bandas na regido de 600 nm — 750 nm, faixa conhecida como janela terapéutica,
onde a penetragdo de luz no tecido é maximizada. Dentre as ftalocianinas, podemos destacar a
ftalocianina de silicio (SiPc) que se mostrou um promissor fotossensibilizador em testes
usando células de tumor in vitro. Porém, as ftalocianinas de silicio substituidas, dentre elas a
ftalocianina de silicio di-hidroxido [SiPc(OH),], ndo tem recebido muita atencdo quanto as
suas propriedades fotofisicas, fotoquimicas e fotobioldgicas.

Nanoparticulas de macromoléculas biolégicas como a soro albumina bovina (BSA)
podem atuar como DDS eficientes para liberagdo controlada e direcionada, visando melhorar
os efeitos terapéuticos e reduzir os efeitos colaterais dos farmacos formulados.

Na maior parte do padrdo de liberacdo da droga, a liberacdo bifasica é mais comum e
inclui dois estagios: uma fase inicial de liberacdo imediata das drogas associadas na superficie
das nanoparticulas (aquelas que interagiram fracamente) e, em seguida, uma segunda fase,
onde os ligantes covalentemente ligados séo liberados em lenta difusé@o da matriz, exibindo
liberacdo prolongada e sustentada (YASMIN et al, 2017). Uma possibilidade para reduzir a
taxa de liberacdo e suprimir a rapida liberac&o inicial é para encapsular a droga carregada em
nanoparticulas com filmes poliméricos finos (WANG et al, 2008).

A montagem de camada por camada, conhecida como layer-by-layer (LbL), € um
método simples que torna possivel projetar arquiteturas em multicamadas com precisao
nanométrica (KIM et al, 2018). A técnica é baseada na adsorcdo alternada de polieletrdlitos

sintéticos ou naturais na superficie das nanoparticulas. A modificagdo da superficie nas
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nanoparticulas é realizada por interacdo eletrostatica entre as camadas de polieletrdlito
cationico e aniénico (CHAPEL et al, 2012).

Com base no exposto acima, 0 objetivo deste trabalho foi desenvolver nanoparticulas
polieletroliticas de BSA como modelo de sistema de liberacdo de farmacos e encapsular a
ftalocianina de silicio di-hidréxido [SiPc(OH),] como modelo de fotossensibilizador para
aplicacbes em Terapia Fotodindmica. Sistemas nanoestruturados apresentam tamanho na
escala nanométrica e visam contribuir para o aprimoramento tecnolégico e cientifico do pais

em area inovadora e com  potencial elevado de impacto  social.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho teve como objetivo sintetizar e caracterizar nanoparticulas
polieletroliticas de BSA encapsulada com a ftalocianina de silicio di-hidroxido [SiPc(OH);]

como modelo de sistema de liberacdo para aplicacdes em Terapia Fotodinamica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver uma nanoparticula de BSA pelo método de dessolvatacdo em um
anico passo;

e Recobrir as nanoparticulas de BSA com camadas de polieletrélitos pela técnica
de layer-by-layer;

e Encapsular o farmaco fotossensibilizador ftalocianina de silicio di-hidréxido
[SiPc(OH),]

e Determinar as propriedades fotofisicas, fotoquimicas e fotobioldgicas do

sistema nanoparticulado.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 TERAPIA FOTODINAMICA

A terapia fotodindmica (TFD) foi descoberta a mais de cem anos pela observacao
serendipista de que microrganismos corados pela laranja de acridina foram inativados quando
foram expostos a luz. Ndo demorou muito tempo, para a TFD ser usada em tratamento de
cancer de pele por aplicacdo topica de um corante e subsequente iluminacdo (SADASIVAM
et al, 2013).

A TFD ¢é uma modalidade terapéutica consolidada que tem sua atividade baseada na
foto-oxidacdo da matéria bioldgica, a qual é decorrente da atividade de espécies reativas de
oxigénio (EROS) e/ou oxigénio singleto (*O,). Essas espécies reativas sdo geradas pela
combinacdo de luz visivel (em comprimento de onda adequado), um fotossensibilizador (FS)
e oxigénio molecular (*0,) (Figura 2) (RAMOS, 2018).

A TFD foi adotada como uma abordagem minimamente invasiva para o tratamento
localizado de tumores superficiais, representando uma melhora no cuidado de pacientes com
cancer. Também apresenta comprovada agdo contra células microbianas, incluindo bactérias,
fungos e virus. E usado clinicamente para tratar uma ampla gama de condicdes, incluindo
degeneracdo macular relacionada a idade, psoriase, aterosclerose e mostrou alguma eficacia
nos tratamentos antivirais, incluindo herpes (MOHANTY; SENAPATI, 2017).

Figura 2: Esquema geral da TFD, onde FS= fotossensiblizador, EROs = espécies
reativas de oxigénio.

EROs = Tumores
\- @ . e/ou = Microorganismos
= \irus, etc...

Fonte: o autor.

Os dois componentes que atuam ao mesmo tempo na TFD (o FS e a fonte de luz), sdo
inofensivos por si sO para a celula alvo, mas quando combinados e na presenca de oxigénio
molecular produzem espécies citotoxicas letais, responsaveis pelo mecanismo de morte

celular devido a uma cascata de eventos bioldgicos (CALIXTO et al, 2016).
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No Brasil, a TFD esta sendo aplicada em estudos clinicos e pesquisas experimentais
envolvendo o Instituto de Fisica de Sdo Carlos (Universidade de Sdo Paulo-USP), o Hospital
Amaral Carvalho em Jad, e a Escola de Medicina da Universidade de S&o Paulo em Ribeirdo
Preto.

A aplicacéo clinica da TFD é baseada na administracdo do FS, por via oral, topica ou
sistémica e, apo6s um intervalo de tempo suficiente para o seu acimulo no tecido tumoral
(chamado de tempo de delay), a regido lesionada é irradiada com uma fonte luminosa na
regido vermelha do espectro eletromagnético (regido onde a penetracdo de luz no tecido é
maximizada — 600 a 800 nm, chamada de janela terapéutica). O FS ativado transfere a energia
para 0 oxigénio molecular, gerando espécies reativas do oxigénio que destroem as células
tumorais (Figura 3).

Figura 3: Protocolo de aplicacao clinica da TFD.

D LUZ\ D

) = =

A \ A

a) Administracdo do FS b) Irradiacio da les3o c) Destruicdo do tecido
e tempo de delay lesionado pelas EROs

Fonte: o autor.

A producdo dessas espécies reativas ocorre de maneira sitio-especifica, ou seja,
somente no local onde o FS absorveu a luz. Sendo assim, a resposta biologica acontece de
maneira seletiva na regido onde o tecido alvo foi exposto a iluminagdo, mantendo intacto o
tecido saudavel (AVCI; ERDEM; HAMBLIN, 2014).

O processo chave na fotossensibilizacao é a excitacdo eletronica. O fotossensibilizador
no estado fundamental (Sy) € ativado, pela absorcéo de luz, para um estado singleto excitado
(S1). Neste estado, as moléculas podem decair rapidamente voltando ao So com a emissdo de

luz (fluorescéncia) ou calor, ou podem sofrer cruzamento intersistema e passar para o estado
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tripleto. O FS no estado tripleto excitado (T;) pode decair para o estado fundamental por
fosforescéncia ou sofrer mecanismos de reagdes para produzir as EROs (Mecanismo do Tipo
I e Tipo Il) (Figura 4).

Figura 4: Mecanismos da TFD (Diagrama de Jablonski simplificado).

Mecanismo do Tipo |
. . .~ (Radicais ou fons radicais)
Transfer(?d\ef:nergla H,0,, O, HO"
T 30

L S ———ON > 1 2

Cruzamento

intersistema | | | Mecanismo do Tipo Il

(Oxigénio Singleto)
Absorcdo Fluorescéncia Fosforescéncia 1o,

SO

Fonte: o autor.

O FS no estado tripleto excitado, na presenca de oxigénio molecular, pode transferir
préton ou elétron para um substrato para formar espécies reativas de oxigénio como peroxido
de hidrogénio (H,0,), radical superéxido (O") e hidroxila ((OH) (mecanismo do tipo I). No
mecanismo do tipo |1, a energia do FS no estado tripleto excitado pode ser transferida para o
oxigénio molecular para formar oxigénio singleto (*O,) (mecanismo tipo I1), sendo este
considerado a principal espécie citotoxica em TFD (SANTOS et al, 2018), ocasionando danos
celulares em diversas organelas como aparelho de Golgi, lisossomos, membranas plasmaticas,

mitocdndria, nlcleo e reticulo endoplasméatico (MACHADO et al, 2005).
3.2 FOTOSSENSIBILIZADORES

O interesse na TFD comegou com a descoberta e estudo do derivado de
hematoporfirina (HpD) por Lipson e Schwartz na Mayo Clinic em 1960, e acelerados por
estudos pioneiros em ciéncia bésica e aplicacdo clinica por Dougherty e colaboradores. Em
1983, uma forma parcialmente purificada de HpD, comercialmente conhecida como

Photofrin®, foi desenvolvido. Photofrin® foi o primeiro FS a receber aprovacdo regulatéria
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para tratamento de varios tipos de canceres em mais de 40 paises em todo 0 mundo, incluindo
0s Estados Unidos (YOON; LI; SHIM, 2013).

Os FS sdo classificados em porfirinas (de 12 e 22 geracdo) e ndo porfirinas (Figura 5).
As porfirinas sdo geralmente conhecidas como a primeira geracdo de fotossensibilizadores
baseados na hematoporfirina. Estes FS apresentam algumas limitagdes para uso clinico em
TFD, tais como (CALIXTO et al, 2016);

v" Fraca absor¢do na regido da “janela terapéutica” (regido de 600-800 nm),
limitando a eficiéncia da TFD;

v Lenta eliminacdo do organismo, 0 que ocasiona fotossensibilidade prolongada;
v’ Baixa seletividade pelo tecido tumoral;

v Dificuldade de isolamento e purificacdo destes compostos, uma vez que sao
misturas de HpD;

v' Baixo coeficiente de extingdo molar, o que demanda maiores doses para
resposta ao fototratamento.

Devido a esta gama de restricdes apresentadas pelos fotossensibilizadores de 12
geracdo, o desenvolvimento de novos fotossensibilizadores que apresentem maior eficécia se
tornou de grande importancia, tal como a sintese de compostos como 0s derivados da
porfirina, as clorinas, as ftalocianinas, classificados como fotossensibilizadores de 22 geracéo
(CAIXETA, 2018).



Figura 5: Classificagéo dos fotossensibilizadores.
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Fonte: o autor.

Quando comparado aos FS de 12 geracdo, 0s compostos de 22 geracdo apresentam as

seguintes vantagens (CALIXTO et al, 2016).:
v’ Baixa toxicidade no escuro;
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v" Seletividade ao tecido alvo;

<

Bons geradores de oxigénio singleto;

v’ Elevada absorcédo de luz em comprimento de onda onde a penetracédo de luz no
tecido é maximizada (600-800 nm);

v Répida eliminagdo do organismo, o que minimiza os efeitos secundarios como

a fotossensibilidade cutanea.

3.3 Ftalocianinas

As Ftalocianinas foram descobertas no inicio do dltimo século por um acidente,
guando uma solucdo de 2-cianobenzamida foi aquecida em altas temperaturas, fornecendo
entdo um composto escuro e insollvel, porém nao foi muito estudado. Em 1927 Diesbach e
Von der Weid estavam preparando a reacdo de 1,2-dibromobenzeno com cianeto de cobre e
obtiveram uma mistura (que chamaram de ftalocianinato de cobre). Ja em 1928, ocorreu um
acidente em uma inddstria, onde a ftalimida entrou em contato com o a camada de ferro de
um reator, produzindo entdo uma substancia escura, altamente insolGvel e termicamente
estavel, verificando assim a ftalocianina de ferro. (GOMES, 2014).

Foi entdo que o quimico inglés Sir Patrick Linstead, em 1932, mostrou que ambos 0s
pigmentos, eram complexos de ftalocianinas de cobre e ferro, respetivamente. Por conta de
seu trabalho nos anos seguintes foram possibilitados a producdo a nivel industrial deste
composto (ROTELOK, 2013).

As ftalocianinas sdo classificadas como a segunda geracdo de farmacos
fotossensibilizadores e semelhante as porfirinas, porém, mais promissores para tratamentos
clinicos, pelo fato de seu alto coeficiente de absorbancia, com 6tima penetracdo de luz e acéo
fotodindmica (CALIXTO et al., 2016).

Elas apresentam propriedades fotofisicas e fotoquimicas superiores as porfirinas,
incluindo: sintese simples e possibilidade de modificacdo para alterar a hidrofilicidade; alta
foto estabilidade quimica; absor¢do em longo comprimento de onda com altos coeficientes de
extingdo molar (absor¢do muito mais intensa na regido de 650-750 nm) e altos rendimentos
quéanticos de oxigénio singleto. Como as porfirinas, as ftalocianinas coordenam os ions
metalicos em seu nucleo, o que oferece inUmeras opc¢des para controlar suas propriedades
fisicas por modificagdes sintéticas (CALIXTO et al., 2016).
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O espectro de absorcdo das ftalocianinas € formado por um conjunto de bandas
principais, denominadas de: banda-B (ou banda Soret) e das bandas Q, que se encontram na
regido do ultravioleta ou radiacdo ultravioleta (300-350 nm) e na regido de luz visivel (UV-
VIS) (600-700 nm), respectivamente (JAYME, 2018).

A ftalocianina de silicio di-hidroxido [SiPc(OH),] é definida como um macrociclo
tetrapirrélico com um ion de silicio como metal central e apresenta limitada solubilidade em
agua, ou seja, em meio fisiologico.

Joyner e Kenny relataram em 1961 um poli- (SiPcO)n onde foi obtido por
polimerizacdo, por desidratacdo ou por aquecimento de [SiPc(OH);]. A familia da ftalocianina
é conhecida principalmente por se tornar eletricamente condutivo por dopagem de iodo
(KAWASE et al, 1993).

Figura 6: (A): Estrutura molecular base das ftalocianinas; (B): Estrutura molecular da silicio di-
hidréxido [SiPc(OH), ].

(A) (B)

Fonte: o autor.

As ftalocianinas podem ser divididas em duas classes, no aspecto de solubilidade:
ftalocianinas solUveis em agua, que podem ser injetadas diretamente na corrente sanguinea e
ftalocianinas hidrofébicas, que devem ser administradas usando algum tipo de sistema de
entrega como os sistemas de liberacdo controlada de farmacos. Dessa maneira a forma como o
FS é entregue a célula também € importante, ou seja, se estd presente na solucao ou ligado ao
sistema de veiculagdo especifico, esse fato influenciara a eficiéncia geral do processo

fotodindmico. Ambiente com heterogeneidade de meio, como sistemas bioldgicos, células e
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0s tecidos, 0s parametros estruturais e funcionais sao envolvidos diretamente na determinagéo
da eficiéncia do processo de fotossensibilizacdo (JAYME, 2018).

Para melhorar o efeito fotodindmico de um composto porfirinico, minimizando os
problemas como: agregacdo, pouca ou nenhuma solubilidade em ambiente aquoso, falta de
penetracdo na célula e baixa seletividade para o tecido tumoral, uma das alternativas é
promover o encapsulamento do FS em sistemas encapsuladores chamados de sistemas de
liberacdo controlada de farmacos (SILVA, 2016).

3.4 Sistema de Liberacao

Segundo a European Medicines Agency, 0 uso de estruturas com dimensdo na regiao
de 100 nm é considerado como nanoestruturas. Na area da nanotecnologia farmacéutica e de
nanomedicina, nanomedicamentos estdo sendo desenvolvidos com o intuito de se obter
beneficios em relagdo aos correspondentes na forma convencional. Para que
nanoformulacdes sejam desenvolvidas, 0os materiais que serdo utilizados na composicdo séo
avaliados e caracteristicas como biodegradabilidade, biocompatibilidade, capacidade para
funcionalizacdo de superficie, conjugacdo, complexacao e encapsulamento sdo essenciais para
a selecdo do mesmo (DIMER et al, 2013).

Atualmente os sistemas de veiculacdo de farmacos (DDS) possuem plataformas para
transporte de farmacos, com base em materiais sintéticos e naturais e tem como principal
ponto de vista tratar os problemas dos farmacos convencionais e melhorar as propriedades
farmacoldgicas do mesmo (JAYME, 2018; MA-HAM et al, 2011). Hoje em dia existe um
grande interesse em pesquisas e estudos focados no desenvolvimento de sistemas de
veiculacdo de farmacos e ativos mais eficientes com intuito de melhorar a sua eficacia
terapéutica (JAYME, 2018).

Métodos convencionais estdo sendo desenvolvidos para que o0s agentes ativos
(moléculas bioativas) ou terapéutico (farmaco ou drogas) sejam liberados. Normalmente
utiliza-se sistemas de diluentes sollveis onde a dissolucdo do agente seja favoravel, apesar de
que manter os niveis de sua concentracdo dentro da faixa terapéutica ainda seja um grande
desafio. Em terapias convencionais de administracdo, a concentracdo da droga na corrente
sanguinea aumenta até atingir o maior nivel de dissolucdo e entdo reduz, onde deve-se

administrar uma nova dose para que 0s niveis de concentragdo se mantenham. O objetivo dos
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sistemas de liberacdo controlada é manter a concentracdo do farmaco entre estes dois niveis
por um tempo prolongado, utilizando-se de uma Unica dosagem e minimizando os efeitos
colaterais (BIZERRA,; SILVA, 2016).

Figura 7: Concentracdo de droga no sitio terapéutico de acdo apos sua liberacdo
atraves de (a) sistema de liberacdo controlada e (b) sistemas convencionais.

E
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faixa terapéutica

B | A I

dose 3 | | dose 4
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IZdose 1
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A = liberacao controlada
B = terapia convencional

Fonte: adaptado de Brannon-peppas, 1997.

As nanoparticulas poliméricas, lipossomas, ciclodextrinas e dendrimeros sdo alguns
dos nanossistemas utilizados para que ocorra o carregamento dos farmacos no sistema de
liberacdo. As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de farmacos que
apresentam diametro inferior a 1um. As nanoparticulas sdo classificadas em dois tipos de
estruturas diferentes: nanocépsulas e nanoesferas. (BIZERRA; SILVA, 2016).

As nanoesferas e nanocapsulas fazem parte da classificacdo das nanoparticulas, e elas
sdo diferenciadas em sua composicdo e organizagdo estrutural (Figura 8). As nanocépsulas
sdo constituidas por um involucro polimérico disposto ao redor de um nucleo oleoso, podendo
o farmaco estar dissolvido neste ndcleo e/ou adsorvido a parede polimérica. Por outro lado, as
nanoesferas, que ndo apresentam Gleo em sua composicdo, sdo formadas por uma matriz
polimérica, onde o farmaco pode ficar retido ou adsorvido (SCHAFFAZICK et al, 2013).
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Figura 8: Representacdo esquematica de uma nanoesfera ou nanocépsula.

Nanoesferas Nanocapsulas
Farmaco aprisionado Farmaco adsorvido 3 Farmaco aprisionado
superficie
® Farmaco
= Matriz polimérica

Fonte: o autor.

A tecnologia associada a modificacdo da liberacdo de farmacos, ou outras substancias
bioativas, a partir de preparacdes farmacéuticas sofreu um incremento notério nas uGltimas
décadas na tentativa de maximizar as vantagens inerentes as formas farmacéuticas de
liberacdo controlada (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

A liberacdo controlada de farmaco utiliza como métodos de liberacdo, os sistemas de
difusdo, dissolucéo e o osmotico, onde é possivel utilizar o sistema de reservatorio e o sistema
matricial (FERREIRA, 2019; LIMA, 2010).

A liberagdo do farmaco ocorre em dois tipos de mecanismos diferentes a difusdo do
farmaco e erosdo da matriz. (FERREIRA, 2019; BIZERRA,; SILVA, 2016)

Na difusdo o agente bioativo esta envolvido por uma membrana polimérica ou um
filme, ou disperso uniformemente em uma matriz. A difusdo ocorre por um gradiente de
concentracdo. Alguns polimeros, entretanto, ndo sdo adequados para a veiculacdo de
substancias hidrossolUveis e de baixa massa molar, uma vez que elas se difundem através da
rede polimérica, independente da velocidade de degradacdo matricial (BIZERRA; SILVA,
2016).

Na matriz hidrofilica, a agua presente penetra na superficie do farmaco e hidrata o
polimero, que se umidifica e forma uma camada de gel. O farmaco contido nessa camada
dissolve e difunde a partir da matriz ou é liberado quando ela sofre erosdo (FERREIRA,
2019).
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A importancia dos sistemas de liberacéo reside no fato de que raramente um farmaco,
veiculado em solugdo aquosa ou numa forma convencional em meio organico, consegue
atingir um alvo especifico no organismo em concentracdes adequadas para provocar o efeito

terapéutico esperado, ou sem causar efeitos citotoxicos indesejaveis (SILVA, 2016).

3.5 Nanoparticulas de BSA

As nanoparticulas (NPs) sdo consideradas particulas de tamanho submicrométricos, e
apresentam inumeras vantagens como sistema de entrega de FS como por exemplo: protecdo
do FS contra a sua degradacdo enzimatica, controle de libercdo do FS proporcionando uma
concentracdo constante e uniforme nas células alvo (devido ao seu tamanho estas
nanoparticulas conseguem entrar na célula alvo) e biocompatibilidade (CALIXTO et al, 2016)

Entre os sistemas transportadores de farmaco nanoestruturados disponiveis, as
nanoparticulas preparadas com proteinas (por exemplo, albumina, gelatina) s&o
biocompativeis, biodegradaveis, ndo antigénicas e relativamente faceis de preparar. Além
disso, as nanoparticulas de proteina podem se ligar a muitas drogas de uma maneira
relativamente ndo especifica. Devido a sua carga de superficie, os farmacos podem adsorver
fisicamente na superficie da proteina ou podem ligar-se covalentemente a matriz.

Albumina sérica bovina (BSA) e albumina sérica humana (HSA) tém sido amplamente
utilizadas nos ultimos 30 anos para preparar micro e nanoparticulas. Mais de 100 moléculas
ativas ou diagndsticas diferentes foram incorporadas em particulas de albumina para serem
administradas por diferentes vias, incluindo rotas intravenosas, intramusculares, nasais e
oftalmicas (YEDOMON; FESSI; CHARCOSSET, 2013).

A albumina é uma proteina importante no plasma sanguineo, e tem um grande
potencial como um nanocarreador em sistemas de entrega de drogas. E amplamente usado em
sistemas coldides nanoparticulados devido a sua ndo-toxicidade e propriedades
biodegradaveis. Muitas moléculas organicas e inorganicas pode interagir facilmente com
nanoparticulas de albumina devido aos grupos funcionais na superficie da particula. A
albumina aumenta a solubilidade de moléculas hidrofébicas no sangue e atua como um
transportador para diferentes substancias. Assim, pode fornecer varios elementos aos tecidos
especificos do corpo e influenciar o destino de uma molécula no sangue (JAHANBAN-
ESFAHLAN; DASTMALCHI; DAVARAN, 2016).
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Além disso, a albumina é uma proteina sollvel e estdvel em uma ampla faixa de pH e
até 60 °C. Portanto, é uma proteina adequada para a preparacdo de nanoparticulas, que sdo
amplamente utilizadas em sistemas de liberacdo de farmacos coloidais (OZGUR et al, 2011
CHEN et al, 2009; KRATZ, 2008; SHARMAN et al, 2004).

A BSA tem sido amplamente utilizada para tais investigacdes devido a sua semelhanca
estrutural intrinseca a albumina sérica humana (SKRT et al, 2012).

Emulsificacdo e dessolvatacdo (ou coacervagdo) sdo o0s dois principais métodos
descritos para a preparacdo de particulas de albumina. A primeira técnica envolve a
emulsificacdo da solucdo de albumina, uma fase oleosa e solidificagdo por desnaturacdo
térmica ou quimica e reticulacdo usando formaldeido ou glutaraldeido (YEDOMON; FESSI;
CHARCOSSET, 2013).

O processo de dessolvatacdo foi usado com sucesso para produzir nanoparticulas de
HSA (SADEGHI et al, 2014). Dessolvatagdo (ou coacervacdo) de albumina com solventes
organicos seguido por reticulacdo quimica € um método comumente usado para a preparacao
de nanoparticulas de albumina. A adicdo de agentes dessolvatantes, como etanol ou acetona,
separa e coacerva as moléculas poliméricas na fase aquosa (SOPPIMATH et al, 2001). A
auto-montagem das moléculas de polimero ocorre com interacGes eletrostaticas, uma vez que
a energia livre geral no sistema é minimizada durante a dessolvatagdo (ARNEDO;
ESPUELAS; IRACHE, 2002). Assim, as moléculas poliméricas formam particulas de
diferentes formas e tamanhos, dependendo das condi¢cdes de preparacdo (LANGER et al,
2003). Portanto, é necessario um equilibrio entre forcas atrativas e repulsivas para a
fabricacdo de particulas de tamanho apropriado. A supressdo das interagcdes hidrofdbicas
fornecem uma maneira de controlar o tamanho das particulas poliméricas durante a
dessolvatacdo (YEDOMON; FESSI; CHARCOSSET, 2013). Depois de terminar a adi¢do do
agente de dessolvatacdo, um agente reticulante como a solugdo de glutaraldeido deve ser
adicionado para estabilizar as particulas instaveis e a condicdo de agitacdo constante para a
suspensdo preparada over night para completar a reticulacdo de todos os residuos de
aminoéacidos na proteina (JAHANBAN-ESFAHLAN; DASTMALCHI; DAVARAN, 2016).

A preparagdo de nanoparticulas de albumina por dessolvatagdo envolve trés
procedimentos: (1) um sistema disperso instavel (coacervatos) é obtido pela adi¢cdo de um
agente dissolvente (geralmente etanol ou acetona) a uma solugédo aquosa da proteina; (2) os

coacervatos sdo endurecidos por reticulagdo quimica; (3) as nanoparticulas resultantes sdo



26

purificadas e eventualmente liofilizadas ou secas por pulverizacdo (CHEN et al, 2009). A
técnica permite o controle do tamanho das particulas e do indice de polidispersidade por
condicdes variaveis como o valor do pH, a composicdo idnica e a concentracdo do solucao de
albumina (LANGER et al, 2003).

3.6 Layer-by-Layer

A montagem de camada por camada, conhecida por layer-by-layer (LbL), é um
método simples que permite projetar arquiteturas de multicamadas com precisao hanomeétrica.
A técnica baseia-se na adsorcdo alternada de polieletrolitos sintéticos e/ou naturais nas
superficies de nanoparticulas (AN; HUANG; SHI, 2018). A modificacdo da superficie nas
nanoparticulas é empregada por interacbes eletrostaticas entre a bicamada polieletrolitica
cationica e anionica (CARVALHO et al, 2018).

A montagem da multicamada LbL é considerada um processo ciclico em que o
material € carregado ou adsorvido em um substrato e logo apos lavado, onde um material de
carga oposta € adsorvido na parte superior da primeira camada. Este processo constitui uma
Unica bicamada com uma espessura em ordem de nandmetros e 0 processo de deposic¢éo pode
ser repetido até o final do filme de multicamadas (RICHARDSON; BJORNMALM,;
CARUSO, 2015).

A simplicidade, versatilidade e controle em nanoescala que a montagem LbL oferece
desta as tecnologias mais utilizadas para o revestimento de substratos planares e particulados
em uma ampla variedade de campos, incluindo Optica, energia, catalise, separacfes e
biomedicina (RICHARDSON; BJORNMALM; CARUSO, 2015).

Na maior parte do padrdo de liberagcdo de drogas, a liberacdo bifasica € mais comum e
inclui dois estagios: uma fase inicial de liberacdo imediata das drogas associadas (aquelas que
interagiram fracamente) com as nanoparticulas e, em seguida, uma segunda fase de drogas
covalentemente ligadas (fortemente ligadas) séo liberadas em difusdo lenta da matriz,
exibindo liberagdo prolongada e sustentada. A liberacdo do burst inicial ocorre devido a fraca
adsorcdo de medicamentos na superficie dos sistemas nanoparticulados (CARVALHO et al,
2018). Uma possibilidade para reduzir a taxa de liberacdo e suprimir a liberacéo inicial é
encapsular a droga em particulas recobertas com filmes poliméricos finos, como por exemplo

a construcao de camadas polieletroliticas em nanoparticulas poliméricas.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos foram realizados no laboratério de sintese organica localizado no

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

4.1 Materiais

Soro albumina bovina (BSA), poli(estireno sulfonato de sédio) (PSS), poli(alilamina
hidroclorada) (PAH), ftalocianina de silicio di-hidréxido, glutaraldeido, azida de
sodio,acetona/etanol, foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os solventes utilizados foram da

marca Synth,
4.2 Preparacdo do BSA

As nanoparticulas polieletroliticas de BSA- SiPc(OH), (NPBSA- SiPc(OH),) foram
preparadas pelo método de dessolvatacdo de uma etapa, conforme mencionado por Sadeghi et
al, 2014 com modificacdes. A BSA em po foi dissolvida em agua MilliQ a uma concentracédo
final de 1% de BSA (m/m) e seu pH foi ajustado 9,0 com NaOH 0,1 mol. L™ e agitado com
um agitador magnético durante 30 min.

Todas as solugdes continham 0,01% de azida de sédio como conservante. As
nanoparticulas foram formadas por adicdo gota a gota do agente de dessolvatacdo
(acetona/etanol) sob agitacdo constante a 1300 rpm. Imediatamente apos a adicdo de
acetona/etanol, adicionou-se 0,2 mL de uma solucdo aquosa de glutaraldeido (25%) a mistura
e agitou-se durante 1 h para promover a reticulacdo das nanoparticulas. Apds a dessolvatacéo,
a suspensdo foi diluida (1:100) em agua MilliQ para reduzir a concentracdo do agente de

dessolvatacdo para menos de 1% (Figura 9).
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Figura 9: Preparacéo das nanoparticulas polieletroliticas de BSA.
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Fonte: o Autor.

As solucdes (2 mg. mL™) de PAH e PSS utilizadas para a montagem da bicamada
polieletrolitica foram preparadas em agua DI. As nanoparticulas de BSA foram suspensas em
agua DI por meio de sonicacdo 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
adsorcdo foi de 20 min, seguido por lavagem tripla com agua desionizada. Para o
carregamento da SiPc(OH), nas nanoparticulas de BSA polieletrolitica, 1 mL de SiPc(OH),

5,0 mg.mL™ (em etanol) foi adicionado na solucdo por 48 horas (Figura 10).
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Figura 10: Esquema de preparagdo das nanoparticulas polieletroliticas de BSA
fotossensiveis.
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Fonte: o autor.

4.3 Caracterizacao Morfoldgica

A morfologia externa das NPBSA- SiPc(OH), foi examinada por microscopia

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

4.4 Caracterizacao fisico-quimica de nanoparticulas de NPBSA- SiPc(OH),

O tamanho de particula e o potencial zeta das NPBSA- SiPc(OH), foram medidos
usando espalhamento dinamico de luz (DLS) (Malvern Zetasizer Nano ZS, Malvern, Reino
Unido). Para a medi¢do 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 coletadas em diferentes tempos

de armazenamento por 90 dias.

4.5 Espectroscopia de absorcdo UV-vis no estado estacionario

As propriedades fotofisicas das NPBSA-SiPc(OH), foram investigadas por

espectroscopia de absorcdo de UV-vis usando um espectrofotbmetro Varian Cary 50 a
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temperatura ambiente. A curva de calibracdo foi construida em sete niveis de concentracdo
dentro da faixa de 0,5 — 1,3 pmol.L™* pelo método espectrofotométrico para estabelecer a
linearidade do método proposto e comprovar a lei de Lambert-Beer. A andlise 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 pd de
nanoparticulas obtida foi pesada e o percentual de rendimento foi calculado usando a equacéo
1, conforme relatado na literatura (KOLLURU et al, 2013).

(peso das nanoparticulas)

Y (%) = x 100
(%) (peso de polimero e FS)

O método de encapsulamento foi realizado em triplicata (n = 3).
4.7 Determinacdo da eficiéncia de encapsulamento (EE)

A quantidade de farmaco adsorvido ou encapsulado nas nanoparticulas
polieletroliticas de BSA foi determinada a partir da quantidade de SiPc(OH), livre no
sobrenadante ap0s o processo de centrifugacdo, determinado por espectroscopia de absorcao
por UV-vis. A eficiéncia de associacdo/encapsulamento de SiPc(OH), nas nanoparticulas

polieletroliticas de BSA foi determinada a partir da equagéo (2):

(peso do SiPc(OH)[ total - peso do SiPc(OH)[] no sobrenadante)
(peso do SiPc(OH)! total)

EE (%) = X 100

Uma curva de calibracdo padrdo do pico maximo de absorcdo (a 676 nm) versus
concentracdo, usando concentragdes conhecidas de SiPc(OH), em etanol, foi plotada para
determinar SiPc(OH); livre.
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4.8 Avaliacdo do desempenho de liberagdo do farmaco in vitro

Para avaliar o desempenho de liberacdo de drogas in vitro do FS a partir de
nanoparticulas polieletroliticas de BSA foram dispersas, 5,0 mg em solucdo tampédo PBS (5
mL, pH = 7,4) e agitadas a 37 °C. Em diferentes intervalos predeterminados, a suspenséo foi
centrifugada e o sobrenadante (3 mL) foi retirado e substituido por solucdo fresca de PBS (3
mL) para continuar a avaliacdo da liberacdo do medicamento. A concentracdo de SiPc(OH),
no sobrenadante foi determinada pela absorbancia UV-Vis a 676 nm, usando uma curva de
calibracdo de SiPc(OH), puro em etanol. Os dados foram relatados como média + DP, com

base em medidas triplicadas.

4.9.a Culturas de células

Neste trabalho, os ensaios bioldgicos 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
informacdes importantes sobre o impacto a salude dos seres humanos, enquanto expostos a
materiais nanodimensionados por via oral, cutanea ou por inalacdo (SIMIONI et al, 2011).

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
amino&cidos ndo 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 pocos.

4.9.b Ensaio de citotoxicidade das NPBSA- SiPc(OH),

Para avaliar o efeito citotoxico intrinseco das das NPBSA- SiPc(OH),, as células foram
mantidas no escuro e incubadas com uma mistura de meio fresco e nanoparticulas
poliletroliticas de BSA encapsuladas com o FS em concentracGes finais de 0,5; 0,9; e 1,2
umol.L™ por 3 h. Apés a incubagdo, o meio contendo a dispersdo das nanoparticulas foi

descartado e as células foram lavadas duas vezes com solugdo salina tamponada com fosfato
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de sodio (PBS), seguida de re-incubagdo (5% CO,, 37 °C) em meio fresco por mais 24 horas,
até foi realizado o ensaio de viabilidade celular descrito na Se¢do 4.10. As células de controle
foram incubadas apenas com meio de cultura (células nédo 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 po¢os para cada concentragcéo de SiPc(OH);
nanoencapsulado. Também foi testado as mesmas concentragdes de FS em sua forma livre, ou

seja, quando nado associado a um sistema de liberagéo.

4.9.c Ensaio de fotocitotoxicidade das NPBSA- SiPc(OH), em células de melanoma de

camundongo

Para avaliar o efeito fototoxico de SiPc(OH), nanoencapsulado, as células de melanoma
foram tratadas com meio contendo NPBSA- SiPc(OH), a 0,5; 0,9; e 1,2 pmol.L™* (5% CO,,
37 °C). Ap6s 3 h de incubacdo, o meio carregado com SiPc(OH), nanoencapsulado foi
removido e as células foram lavadas duas vezes com PBS.

As células foram expostas a doses de 10 J.cm™. Ap6s as irradiacdes, o meio incolor foi
removido e as células foram incubadas novamente (5% CO,, 37 °C) em meio fresco por 24
horas adicionais até que o ensaio de viabilidade celular MTT fosse conduzido, conforme
descrito na Secdo 4.10. As células de controle foram incubadas apenas com o meio de cultura
e sem irradiacdo leve (células ndo tratadas). O ensaio de fotocitotoxicidade foi realizado em
triplicata, com oito pocos para cada dose de luz. Também foi testado as mesmas
concentracdes de FS em sua forma livre, ou seja, quando ndo associado a um sistema de

liberacdo.

4.10 Ensaio de viabilidade por MTT

O método de proliferacdo celular MTT foi empregado para avaliar a viabilidade
celular apds os ensaios citotdxicos ou fotocitotoxicos. Resumidamente, aliquotas de 80 pL de
solugdo MTT (5 mg.mL™ %) e 420 pL de meio sem vermelho de fenol foram adicionados a
cada poco. As células foram entdo incubadas por 4 h, a 37 °C e 5% de CO, para permitir a
reacdo de formacdo de formazan. Apds a incubagdo, o meio contendo solucdo de MTT foi

removido e os cristais de formazan formados foram dissolvidos em 2-propanol. A densidade
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Optica foi determinada por meio de um espectrofotémetro com filtro de 570 nm. Os resultados
sdo apresentados como a porcentagem de sobrevivéncia, tomando o controle (células nédo

tratadas) como 100%.

4.11 Andlise 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 foi considerado significativo neste estudo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Fabricacao do sistema nanoparticulado

Solventes organicos como acetona e etanol podem promover a nucleacdo e a
precipitacdo de moléculas de BSA a serem agregadas porque a BSA é insollvel nestes meios
e 0 processo de agregacdo resulta espontaneamente em nanoparticulas. O tipo de agente de
dessolvatacdo afeta claramente o tamanho das particulas e a distribuicdo das nanoparticulas de
BSA (SAILAJA; AMARESHWAR, 2010; RAHIMNEJAD; NAJAFPOUR; BAKERI, 2012)

O uso da acetona / etanol (50:50) foi escolhido com base em estudos anteriores,
conforme descrito por Sadeghi et al (2014) que demonstraram que uma mistura de etanol e
acetona levou as nanoparticulas mais esféricas. O volume e a velocidade da adicdo do agente
de dessolvatacdo afetam o tamanho das particulas obtidas (DREIS et al, 2007; SEBAK et al,
2010).

De acordo com os estudos de Langer et al (2003), a vazdo da adicdo do agente de
dessolvatacdo na velocidade de 1,0-2,0 mL.min™ produziu nanoparticulas com tamanho em
torno de 100 nm. Por esse motivo, em todas as experiéncias na investigacéo atual, adicionou-
se acetona / etanol com a vazdo de 1,0 ml.min™ usando um aparelho projetado.

Todas as preparacdes de nanoparticulas aqui descritas foram estaveis durante o periodo
de avaliacdo de 90 dias sem degradacédo do fotossensibilizador ou alteracdes na solu¢éo (como
cremacao por precipitacdo ou separacdo de fases) e mantiveram perfis espectroscopicos e
fotofisicos. O tratamento com glutaraldeido que reticula moléculas de BSA na superficie e no
interior das nanoparticulas pode melhorar a estabilidade consistente com observagdes
anteriores da literatura (ZHAO et al, 2010; LI et al, 2013).

Apos o término da adicdo do agente de dessolvatagdo, o glutaraldeido é adicionado e a
condicdo de agitacdo continua durante a noite reticulando residuos de aminoacidos nas
proteinas para criar nanoparticulas de BSA (JAHANBAN-ESFAHLAN; DASTMALCHI,
DAVARAN, 2016).

A suspensdo de NPBSA- SiPc(OH), foi armazenada a 4 °C. Essa temperatura foi
relatada como indicado por ndo haver diferencas significativas no tamanho, potencial zeta e
valores de PDI (indice de polidispersividade) em nanoparticulas (RAO et al, 2006).
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Uma combinacdo de par de policétion/polianion (PAH/PSS — policéation fraco/polianion
forte) foi usada para formar um revestimento LbL em torno de nanoparticulas de BSA de 230
nm. A superficie das nanoparticulas de BSA ndo revestidas € negativa com uma carga
superficial de - 33,2 mV. A mudanca para +32,8 mV para a camada PAH e -34,1 mV para a
camada PSS (figura 11). A mudanca 6bvia do potencial zeta indica uma deposi¢do alternada
bem-sucedida do polication PAH e do polianion PSS diretamente nas nanoparticulas de BSA.
Shutava et al (2009), mostraram resultados semelhantes para nanoparticulas de gelatina LbL

carregadas com polifendis naturais.

Figura 11: Deposicéo da camada LbL
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Fonte: o autor.

5.2 Caracterizacao morfoldgica

Uma micrografia eletronica de varredura do sistema nanoparticulado produzido é
mostrada na Figura 12, que mostra claramente que foram produzidas nanoparticulas lisas e
esféricas. A imagem indica que ndo aparecem fissuras ou heterogeneidade na superficie das
nanoparticulas. Apresentando uma evidéncia morfolédgica para nanoparticulas lisas.

O MEV das nanoparticulas polieletroliticas de BSA desenvolvidas pelo método de
dessolvatacdo em um passo mostra que nanoparticulas esféricas com um didmetro médio de
100nm foram produzidas, na auséncia e presenca do farmaco fotossensibilizador.

A auséncia ou a presenca de fotossensiblizador ndo causou alteragdo na minha

caracterizacdo morfoldgica observada pelo MEV.
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Figura 12: Microscopia eletronica de varredura: (a) nanoparticulas polieletroliticas
de BSA,; (b) nanoparticulas polieletroliticas de BSA com fotossensibilizador.

Fonte: o autor.

5.3 Caracterizacdo fisico-quimica de nanoparticulas de NPBSA- SiPc(OH),

A distribuicdo de tamanho da nanoparticula medida por espectroscopia de correlacdo de
fotons (PCS) é exibida na Figura 13. Verificou-se que a formulacdo final apresentou uma
distribuicdo de tamanho estreita (indice de Polidispersidade (PDI) = 0,153) com um didmetro
hidrodindAmico médio de volume de 226,9 + 88,74 nm.

Estes resultados demonstraram que o processo de dessolvatacdo combinado com a
técnica de layer-by-layer é adequada para obter nanoparticulas polieletroliticas de BSA com

tamanho e PDI desejaveis.
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Figura 13: Distribuicdo de tamanho medido por PCS medido para o sistema nanoparticulado:
(a) nanoparticulas de BSA com o FS; (b) nanoparticulas polieletroliticas de BSA com
fotossensibilizador e uma camada de PAH; (c) nanoparticulas polieletroliticas de BSA com
fotossensibilizador, uma camada de PAH e PSS.
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Fonte: o autor.

A Figura 14 mostra a evolucao temporal do tamanho e do potencial zeta para NPBSA-
SiPc(OH),. As amostras foram mantidas no escuro. As analises foram realizadas em funcéo

do tempo por 90 dias em agua ultra-pura.
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Figura 14:Perfil hidrodindmico de tamanho de particula e potencial zeta da amostra
de nanoparticulas polieletroliticas de BSA- SiPc(OH)2 monitorada durante 90 dias apés a

preparacao.
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Fonte: o autor.

Um minimo de £ 20 mV para o potencial zeta de nanoparticulas preparadas é
extremamente recomendado no caso da estabilizacdo eletrostatica e estérica combinada das
nanoparticulas (OZGUR et al, 2011) .

O potencial de superficie da particula antes do carregamento do FS foi encontrado em
- 33,2 mV e apds o carregamento do FS -33,4 mV. Esses dados sugerem que o farmaco esta
encapsulado nas nanoparticulas porque o potencial zeta de NPBSA- SiPc(OH), esta proximo
do potencial zeta de nanoparticulas de BSA sem medicamento (CSABA; GARCIA-
FUENTES; ALONSO, 2006), o que ¢ desejavel para uma nanossuspensao estavel.

5.4 Espectroscopia de absor¢ao 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 concentracdo
do farmaco (umol.L™?) e foram determinadas por espectroscopia UV-Vis, registrando uma
curva de calibracdo (Figura 15a). Linearidade satisfatoria foi detectada pelo método
espectrofotométrico na faixa de concentracdo de 0,5 a 1,3 pmol.L™l. A regressdo pelo

guadrado minimo para 0 método espectrofotométrico mostrou excelente coeficiente de



39

correlagdo (r = 0,999971) e a equacgdo linear foi: absorbéncia = 0,72228x [SiPc(OH),,
concentracdo em pmol.L™ %] — 0,26917 (Figura 15b).

Figura 15: (a): Espectros de absorcdo de SiPc(OH), em diferentes
concentragdes (0,5 - 1,3 umol.L — 1). (b): grafico da concentracdo de
SiPc(OH), vs. absorbéancia.
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Fonte: o autor.

Para baixas intensidades de absorcdo (baixas concentracfes de ftalocianina, de 0,5 a 1,3
pmol.L ™), foi observada uma relagdo linear. No entanto, para solugBes mais concentradas
(absorcdo maxima de 1,0), foi verificada uma relacdo ndo linear, sugerindo uma agregacédo
das particulas. As nanoparticulas foram inicialmente caracterizadas no estado estacionario por
espectroscopia de absorbancia. Os espectros de absorcao do padrdo SiPc(OH), (1,0 umol.L™)

e extraidos das nanoparticulas polieletroliticas de BSA em etanol s&o ilustrados na Figura 16.
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Figura 16: Espectros de absorgdo da SiPc(OH), (1 pmol.L—1) em etanol:(--)
padrdo SiPc(OH), e (-) SiPc(OH), extraido de nanoparticulas polieletrolitica de
BSA.
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Fonte: o autor.

Foi observado um maximo da banda Q em 676 nm no sistema nanoparticulado, em que a
penetracdo de luz na pele é maxima (650-850 nm, janela fototerapéutica), o que deve
aumentar a eficiéncia dos danos celulares e da resposta do tumor ao fototratamento
(CALIXTO et al, 2016).

Na TFD, comprimentos de onda mais curtos (<650 nm) tém menos penetracdo no tecido
e sdo absorvidos pelas moléculas de hemoglobina do organismo, resultando em alta
fotossensibilidade da pele. Por outro lado, as bandas de absor¢cdo com comprimentos de onda
mais longos (> 850 nm), ocorre absor¢do da energia pelas moléculas de &gua presente co
organismo, o que gera um efeito térmico (YOON; LI; SHIM, 2013). Portanto, 0 maximo de
permeabilidade do tecido ocorre dentro da faixa de aproximadamente 650 a 850 nm.

A agregacdo de ftalocianinas hidrofobicas, como SiPc(OH),, pode ocorrer em ambiente
aquoso, o que pode degradar o desempenho das moléculas em vérias aplicagdes, devido a
alteracéo de suas propriedades fotofisicas (MACHADO, 2000).

Os agregados em solucdo exibem alteracOes distintas na banda de absor¢cdo em
comparagdo com as espécies monomeéricas. Assim, se o fotossensibilizador SiPc(OH), estiver

presente no meio na forma de agregacdo de dimeros, poderiamos observar alterac6es no perfil
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espectral do farmaco, o que ndo foi observado. Neste estudo, ndo houve mudanca de banda na
andlise espectroscopica, na faixa de concentracdo estudada, sugerindo que o FS esta no estado
monomérico quando é encapsulado no sistema de liberagdo em estudo.

Foram obtidos rendimentos satisfatorios e eficiéncia de encapsulacdo das nanoparticulas
de SiPc(OH), (rendimento =73% £ 1,1 e EE =79,0% % 1,4). Sadeghi et al (2013) obtiveram
uma eficiéncia de até 20,0% para o encapsulamento de curcumina em nanoparticulas de BSA
usando etanol como agente dessolvatante.

Quando nanoparticulas sdo produzidas na presenca de compostos hidrofobicos e
insolGveis em &gua, como a SiPc(OH),, devido a baixa solubilidade em agua, elas sdo atraidas
umas pelas outras, resultando em uma eficiéncia de encapsulamento aumentada. O
fotossensibilizador em estudo foi adequadamente encapsulado em nanoparticulas com uma
eficiéncia de encapsulamento de 79,0%. O aprisionamento de drogas hidrofobicas, como
SiPc(OH),, em nanoparticulas polieletroliticas de BSA pode ser explicado com base na
localizacdo preferencial da droga dentro do ndcleo nanoparticulado, que é menos hidrofilico

do que o ambiente aquoso externo (GONG et al, 2009).

5.5 Avaliacao do desempenho de liberagdo do farmaco in vitro

A liberacgdo in vitro da SiPc(OH), encapsulada em nanoparticulas polieletrolitica de
BSA foi realizada sob condicdo de difusdo (Figura 17). Para avaliar a liberac¢do do FS in vitro
a partir do método de difusdo de nanoparticulas polieletroliticas de BSA, a concentracdo do
FS foi quantificada por espectrometria a 676 nm usando uma curva de calibracéo.

Para reduzir a taxa de liberagdo e aliviar o burst inicial, PAH/PSS foram depositados
alternadamente em nanoparticulas de BSA através da técnica layer-by-layer. Este invélucro
PAH/PSS consiste apenas de uma bicamada de polication/polianion e ndo pode, ele préprio,
representar um involucro de barreira de difusdo densa na superficie das nanoparticulas.
Provavelmente, a estrutura da barreira de difusdo envolve uma interacdo mais profunda dos
polieletrolitos com o nucleo de BSA, semelhante a formacdo da barreira protetora LbL em
microcapsulas moles assistidas por PEG para entrega de insulina (SAVOLAINEN et al,
2008).



Figura 17: Perfil de liberacdo da SiPc(OH), .
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A andlise do sistema nanoparticulado mostra um perfil de liberacdo para o FS
encapsulado em nanoparticulas polieletroliticas de BSA com liberacdo de aproximadamente
23% nas primeiras 6 h, seguidos por uma liberacdo lenta ao longo de 7 dias.
Comparativamente com o FS em sua forma livre, ou seja, quando ndo veiculado em um
sistema de liberagdo, no mesmo periodo, a liberacdo inicial atinge a taxa de aproximadamente
50%.

A investigacdo de liberacdo de drogas in vitro constatou que a bicamada de polieletrélitos
depositada por LbL é muito eficiente para reduzir a taxa de liberacdo e atenuar a explosao
inicial de drogas carregadas em nanoparticulas de BSA.

5.6 Ensaio de citotoxicidade de NPBSA- SiPc(OH),

Uma caracteristica de um FS ideal para aplicacdo em TFD € que ele deve possuir
minima toxicidade no escuro e ser citotoxico apenas na presenca de luz no comprimento de
onda definido (KWIATKOWSK et al, 2018).

Os efeitos toxicos in vitro no escuro das concentracdes de NPBSA- SiPc(OH), de 0,5,
0,9 e 1,2 umol.L™ foram avaliados em linhagem celular de melanoma de camundongo B16-
F10 (ATCC 6322).
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Na Figura 18 sdo apresentadas as porcentagens de viabilidade celular apos o ensaio de
toxicidade no escuro. Apo6s 3 h de incubacdo no escuro (37 °C, 5% de CO;), ndo houve
evidéncia de efeito toxico das NPBSA- SiPc(OH), nas células B-16 para qualquer uma das

concentragdes de SiPc(OH), testadas.

Figura 18: Citotoxicidade de SiPc(OH)2 em células B-16. As células foram
incubadas variando as concentracdes de NPBSA- SiPc(OH), (0,50; 0,90 e 1,2 pmol.L ™) e
do FS em etanol por 3 h no escuro. Os dados sdo apresentados como média + DP de trés
experimentos independentes; * p <0,05.
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Como mostrado na Figura 18, ndo houve diferencas significativas entre a viabilidade de
células expostas as nanoparticulas e células ndo tratadas (p> 0,05), confirmando a
biocompatibilidade das nanoparticulas polieletroliticas de BSA. Sem irradiacdo, quase 100%
das células eram viaveis na faixa de concentracdo utilizada. Este resultado concorda com
pesquisas anteriores que afirmam que as nanoparticulas de proteinas podem ser
biocompativeis com tecidos e células quando sintetizadas a partir de materiais biocompativeis
ou biodegradaveis (DEFRATES et al, 2018).
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5.7 Ensaio de fototoxicidade de NPBSA- SiPc(OH),
Os estudos de fototoxicidade in vitro mostraram que as nanoparticulas polieletroliticas
de BSA carregadas com SiPc(OH), sdo mais fototoxicas do que o SiPc(OH), livre, como

apresentado na Figura 19.

Figura 19: Fototoxicidade de SiPc(OH), em células B-16
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A atividade fotobioldgica é altamente dependente do mecanismo de captacdo celular do
fotossensibilizador e de sua localizagdo subcelular. Em meio aquoso, um fotosensibilizador
lipofilico livre é geralmente absorvido por difusdo através da membrana plasmatica
(lipofilica), levando a uma baixa concentracao intracelular (DEFRATES et al, 2018; BENOV,
2015).

Devido a sua biocompatibilidade com o sistema celular, NPBSA- SiPc(OH), pode entrar
na célula por endocitose, liberando o FS no citoplasma da célula, acumulando-se na
membrana citoplasmatica, no compartimento lisossémico e nas mitocondrias (MARTINS et
al, 2019).
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A combinacgéo de concentracdo do FS e a dose de radiacdo correspondente foram letais
para células de melanoma. Young e colaboradores (2016) avaliaram o efeito de um
fotossensibilizador classico, a zinco ftalocianina (ZnPc), em linhagem celular de carcinoma
cervical (HeLa). As células incubadas com ZnPc (1 pumol.L™?) foram expostas & luz visivel
com dose de 43,2 J.cm™ com reducéo na viabilidade celular para 52,7 + 2,1 %.

As nanoparticulas polieletroliticas encapsuladas com a SiPc(OH),, utilizadas neste
trabalho, foram capazes de reduzir a viabilidade celular em torno de 90 % (concentracdo de
1,2 pmol.L™* e 10 J.cm™). Esse fator pode ser atribuido & maximizacdo das propriedades
espectroscopicas apresentadas pelo SiPc(OH), nas nanoparticulas polieletroliticas de BSA,

que potencializa a acdo do farmaco necessario para atingir a resposta fotodinamica.
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6 CONCLUSOES

As nanoparticulas polieletroliticas de BSA carregadas com a ftalocianina de silicio di-
hidroxido [SiPc(OH),], foram preparadas com sucesso pela técnica de dessolvatacdo em uma
etapa seguido do recobrimento de filmes finos de polieletrdlitos de cargas opostas, poli
(cloridrato de alilamina - PAH) e poli (estireno sulfonato - PSS) utilizando a técnica de layer-
by-layer e exibiu caracteristicas fotofisicas e fotobioldgicas favoraveis, como espectro UV-
vis, distribuicdo de tamanho, PDI e potencial zeta. Pelo estudo de liberacdo de farmacos in
vitro constatou que a bicamada de polieletrolitos depositada por LbL é muito eficiente para
reduzir a taxa de liberagdo e atenuar o burst inicial de FS carregados em nanoparticulas de
BSA. O uso de formulacdes de nanoparticulas polieletroliticas de BSA em um ambiente
bioldgico foi vantajoso porque o fotosensibilizador carregado nesse sistema de entrega foi
mais eficaz que o fotosensibilizador em sua forma livre e maximizou a agdo fotodindmica in
vitro levando a morte as celulas de melanoma murino utilizadas como modelo celular. Esses
resultados reforcam a ideia de que o uso de nanoparticulas polieletroliticas de BSA como

sistemas de administracdo de drogas hidrofobicas € Gtil para protocolos de TFD.
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