Q\\

&
UEPB

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
CAMPUS | - CAMPINA GRANDE
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE FARMACIA
CURSO FARMACIA

SARA EFIGENIA DANTAS DE MENDONCA Y ARAUJO

CARREADORES LIPIDICOS NANOESTRUTURADOS CONTENDO
FTALOCIANINA DISPERSOS EM MATERIAIS HIBRIDOS ASSOCIADOS A
TERAPIA FOTODINAMICA PARA A CANDIDIASE VULVOVAGINAL

CAMPINA GRANDE-PB
2022



SARA EFIGENIA DANTAS DE MENDONCA Y ARAUJO

CARREADORES LIPIDICOS NANOESTRUTURADOS CONTENDO
FTALOCIANINA DISPERSOS EM MATERIAIS H’I'BRIDOS ASSOCIADOS A
TERAPIA FOTODINAMICA PARA A CANDIDIASE VULVOVAGINAL

Trabalho de concluséo de curso apresentado
ao departamento de Farmacia da
Universidade Estadual da Paraiba, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de

bacharel em Farmécia.

Area de concentracio: Farmacia.

Orientador: Prof. Dr. Jodo Augusto Oshiro Junior

CAMPINA GRANDE-PB
2022



E expressamente proibido a comercializacdo deste documento, tanto na forma impressa como eletronica.
Sua reproducéo total ou parcial é permitida exclusivamente para fins académicos e cientificos, desde que na
reproducao figure a identificacdo do autor, titulo, instituicdo e ano do trabalho.

A663c  Araujo, Sara Efigenia Dantas de Mendonca Y.
Carreadores lipidicos nanoestruturados contendo
ftalocianina dispersos em materiais hibridos associados a
terapia fotodindmica para a candidiase vulvovaginal
[manuscrito] / Sara Efigenia Dantas de Mendonca Y Araujo. -
2022.

57 p. : il. colorido.

Digitado.

Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduacdo em
Farmacia) - Universidade Estadual da Paraiba, Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude , 2022.

"Orientacdo : Prof. Dr. Jodo Augusto Oshiro Junior ,
Coordenacéo do Curso de Farmacia - CCBS."

1. Antifingico. 2. Nanobiotecnologia. 3. Fotoquimioterapia.
4. Candidiase . I. Titulo

21. ed. CDD 616.831

Elaborada por Taciany K. dos S. Almeida - CRB - 789/15 BC/UEPB




SARA EFIGENIA DANTAS DE MENDONCA Y ARAUJO

CARREADORES LIPIDICOS NANOESTRUTURADOS CONTENDO
FTALOCIANINA DISPERSOS EM MATERIAIS H’I'BRIDOS ASSOCIADOS A
TERAPIA FOTODINAMICA PARA A CANDIDIASE VULVOVAGINAL

Trabalho de concluséo de curso apresentado
ao departamento de Farméacia da
Universidade Estadual da Paraiba, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de

bacharel em Farmécia.

Area de concentragio: Farmacia.

Aprovada em: 25/07/2022.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Jodo Augusto Oshiro Junior (Orientador)
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB)

Hoanietma, Rleio uonas,

Profa. Dra. Maricelma Ribeiro Morais
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB)

7

" ~\ AN
YN YN
RARYYES

Dra. Mariana Rillo Sato
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB)



DEDICATORIA

A minha familia que sempre me apoiou
nos meus sonhos e escolhas,

DEDICO.



AGRADECIMENTOS

Ao0s meus pais, Sebastido e Gilvanea que sempre investiram nos meus estudos,
pelo conforto que me proporcionaram para seguir essa jornada de maneira mais leve e
pela dedicacdo me ajudando a conhecer o meu potencial, toda minha conquista é também
de vocés. Aos meus irmaos Caio e Igor que sempre me instigarem a dar o meu melhor.
Caio me inspira a ser uma profissional comprometida e dedicada; e Igor que me ajuda a
gostar do mundo maravilhoso da leitura.

Aos meus avds, Luzia in memoriam, Jodo Barro in memoriam, que permitiram
que 0 meu pai conquistasse tudo que tem hoje ensinando os valores e a dedicagdo no
trabalho. Ao meu avo José Delzirio in memoriam, minha avo Inacia Dalva e aos meus
bisavés Efigénia Rosa e Cirilo, que me ensinam com suas vidas, que a vitoria se da pelo
amor e paciéncia.

Ao meu namorado e melhor amigo Gabriel Lima Duarte, que me incentiva a
estudar e perseverar nos objetivos e conquistas, valorizando a minha luta por minha
profissdo e anseio de meus sonhos, nunca desistir de nada.

Ao meu orientador, professor Dr. Jodo Augusto Oshiro Junior, minha grande
gratiddo pela ajuda implacavel no discernimento de minha conduta profissional na area
de pesquisa. Agradeco por demais por sua grande colaboracdo na orientacdo do presente
trabalho.

Aos meus colegas de curso, principalmente Jodo Victor, Kamilla Virginio, Natalia
Barbosa, Renally Lucena e Sabrinna Almeida, por serem um incentivo no estudo em
grupo e companheirismo dessa jornada. A Pedro que mesmo ndo concluindo conosco foi
marcante proporcionando momentos de muita alegria e descontracdo. Juntos somos
gigantes. A Diego, Brenda e Analara, que sempre estiveram comigo na caminhada e nas
pesquisas, vocés me motivam a abracar esta area.

Ao grupo I-NANO, aos laboratérios da UEPB Laboratério de Desenvolvimento e
Caracterizacdo de Farmacos (LDCPF) e Laboratorio de Desenvolvimento e Ensaio de
Medicamentos (LABDEM) onde os experimentos foram realizados, 0o CNPQ e a UEPB,
pela bolsa, e aos professores que compartilharam seus conhecimentos durante o curso.

As minhas amigas Carol, Lais, Mylena e Viviany que sempre estiveram do meu
lado em todos os momentos e me ajudaram a enfrentar os desafios da graduacéo e da vida,

nos momentos sérios e nos momentos de descontracao.



RESUMO

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infeccdo fungica causada principalmente pela
Candida albicans. Essa infec¢do atinge cerca de 75% das mulheres pelo menos uma vez
na vida, os principais sintomas séo pruridos, dor e desconforto na vulva e vagina. A
Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (aPDT) é uma estratégia de tratamento alternativa,
baseada em reacOes fotoquimicas oxidativas. A hexadecafltorftalocianina (ZnPcF16) é
uma ftalocianina (FC) capaz de gerar especies reativas de oxigénio (EROS), porém,
possui baixa solubilidade em meio fisiolégico. Com isso, os carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN), podem contornar essa problematica. Contudo, séo fluidos, o que
ndo € ideal para uma administracdo vulvovaginal, assim, a dispersdo em materiais
hibridos (U-PEO) pode ser uma alternativa para atuar na liberacdo sustentada in situ da
FC. O objetivo do trabalho foi desenvolver CLN contendo FC dispersos em U-PEO
associados com a aPDT para administragdao vulvovaginal capazes de inibir o crescimento
de C. albicans no tratamento da CVV. Os CLN foram obtidos por fusdo-emulsificacéo.
Os materiais hibridos foram produzidos por reacdo de alcooxido modificado e polimeros
modificados. A analise visual demonstrou que, 0 CLN e CLN-ZnPcF16 nao apresentaram
separacdo de fase ou precipitados, durante 90 dias. Os U-PEO obtidos se demonstraram
macroscopicamente uniformes e sem a presenca de trincas, fissuras, bolhas ou
precipitados. A espectroscopia no infravermelho (FTIR) sugeriu que ndo ocorreu
surgimento de novas ligacdes e nem supressao de grupamentos quimicos quando disperso
0 CLN no U-PEO. A anélise térmica diferencial (DTA) e termogravimetria (TG)
demonstraram que houve maior estabilidade térmica do CLN-ZnPcF16 quando dispersos
no material em relacdo aos seus isolados. Ndo foi observado incompatibilidade entre os
excipientes ativos e inertes. O resultado in vitro contra C. albicans, na avaliacdo da
atividade por difusdo em &gar demonstrou uma atividade superior para o material hibrido
contendo a ZnPcF16 incorporada no carreador (U-PEO+CLN-ZnPcF16) em relagcdo ao
controle positivo, azul de metileno (AM) quando aplicada a aPDT, com os halos de
inibicdo de 15 mm e 10 mm, respectivamente. Ademais, quando isolados o CLN e U-
PEO apresentaram halos de 8 mm e 9 mm, respectivamente, podendo ter manifestado
sinergismo quando associado. Assim, esses resultados evidenciam o potencial da

formulacéo para o tratamento de CVV ocasionada por C. albicans.

Palavras-chave: Antifingico; Nanobiotecnologia; Material hibrido; Fotoquimioterapia.



ABSTRACT

Vulvovaginal candidiasis (VVC) is a fungal infection caused mainly by Candida albicans.
This infection affects about 75% of women at least once in their lives, the main symptoms
are itching, pain and discomfort in the vulva and vagina. Antimicrobial Photodynamic
Therapy (aPDT) is an alternative treatment strategy based on oxidative photochemical
reactions. Hexadecafluorphthalocyanine (ZnPcF16) is a phthalocyanine (FC) capable of
generating reactive oxygen species (ROS), however, it has low solubility in a
physiological medium. Thus, nanostructured lipid carriers (NCL) can circumvent this
problem. However, they are fluid, which is not ideal for vulvovaginal administration, so
the dispersion in hybrid materials (U-PEO) may be an alternative to act in the sustained
in situ release of CF. The objective of this work was to develop CLN containing FC
dispersed in U-PEO associated with aPDT for vulvovaginal administration capable of
inhibiting the growth of C. albicans in the treatment of VVVC. NLCs were obtained by
fusion-emulsification. Hybrid materials were produced by reaction of modified alkoxide
and modified polymers. Visual analysis showed that CLN and CLN-ZnPcF16 did not
show phase separation or precipitates during 90 days. The U-PEO obtained proved to be
macroscopically uniform and without the presence of cracks, fissures, bubbles or
precipitates. Infrared spectroscopy (FTIR) suggested that there was no emergence of new
bonds and no suppression of chemical groups when CLN was dispersed in U-PEO.
Differential thermal analysis (DTA) and thermogravimetry (TG) showed that there was
greater thermal stability of CLN-ZnPcF16 when dispersed in the material in relation to
its isolates. No incompatibility between active and inert excipients was observed. The in
vitro result against C. albicans, in the evaluation of the activity by diffusion in agar,
showed a superior activity for the hybrid material containing the ZnPcF16 incorporated
in the carrier (U-PEO+CLN-ZnPcF16) in relation to the positive control, methylene blue
(AM) when applied to aPDT, with inhibition halos of 15 mm and 10 mm, respectively.
Furthermore, when isolated, CLN and U-PEO presented halos of 8 mm and 9 mm,
respectively, which may have shown synergism when associated. Thus, these results

show the potential of the formulation for the treatment of VVC caused by C. albicans.

Keywords: Antifungal; Nanobiotechnology; Hybrid material; Photochemotherapy;
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1. INTRODUCAO

A candidiase é uma infecgdo fungica causada pelo género Candida, como C. glabrata,
C. tropicalis, C. parapsilosis, destacando-se Candida albicans. Essa infeccdo pode acontecer
nas mucosas, causando a candidiase oral e vulvovaginal (CVV). O espectro clinico dessa
doenca € variado, podendo ir desde de uma infeccdo mucocutanea superficial sem risco de vida
até uma doenca invasiva, que possui uma mortalidade entre 30 a 47% (RODRIGUEZ-
CERDEIRA et al, 2020; BHATTACHARYA,; SAE-TIA; FRIES, 2020).

A CVV atinge cerca de 75% das mulheres pelo menos uma vez na vida, é caracterizada
pela presenca de sintomas inflamatorios na vulva e na mucosa vaginal, causado pelo
crescimento exacerbado de Candida, os principais sintomas s&o pruridos, dor e desconforto na
regido afetada. Além disso, entre as mulheres afetadas uma parte consideravel desenvolve a
CVV recorrente, que € quando a mulher apresenta quatro ou mais episodios por ano
(DENNING et al, 2018; RODRIGUEZ-CERDEIRA et al, 2020).

A C. albicans tem como um dos seus principais fatores de viruléncia ser um fungo
dimorfo, pois pode se apresentar nas formas leveduriformes e filamentosas. A filamentosa pode
se manifestar como pseudo-hifas ou hifas verdadeiras, a formacdo de hifas se relaciona com a
capacidade de invasdo tecidual do hospedeiro e a forma leveduriforme com a capacidade de
adesdo a célula. Outro importante fator de viruléncia é a formacao de biofilme que sdo altamente
estruturados que se ligam a superficie dos tecidos a partir de uma matriz extracelular forte que
mantém uma barreira mecanica estavel e protege o fungo de antifingicos (DA ROCHA et al,
2021).

O tratamento de escolha para a CVV engloba o uso de vérios antifungicos como 0s
polienos, no qual pertencem a nistatina e a anfotericina B, as equinocandinas e 0s azois, que é
a classe com maior nimero de farmacos, representado pelo fluconazol, cetoconazol,
butaconazol, miconazol e itraconazol (LEE et al, 2020).

A Nistatina é o farmaco mais utilizado para aliviar os sinais e sintomas clinicos dessa
patologia, sendo assim, seu uso é comum no tratamento inicial, porém por vezes ndo é capaz
de eliminar a infeccdo completamente. Nos individuos que possuem deficiéncia de imunidade
ou uma saude geral comprometida e em eventos de infeccGes recorrentes é utilizado um
tratamento sistémico com azais e anfotericina B (RIMACHI HIDALGO et al, 2018).

O uso indiscriminado dos antifungicos gerou o desenvolvimento de resisténcia nas

espécies de Candida, inameros mecanismos de resisténcia a essas drogas foram identificados
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como, alteracdo ou superexpressdo do alvo da droga. Outro fator que tem importancia na
resisténcia aos antifungicos é a formacdo de biofilmes que sdo capazes de proteger o
microrganismo mesmo em condic¢des hostis e dificulta a acdo dos farmacos (LEE et al, 2020;
DA ROCHA et al, 2021).

A Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (do inglés antimicrobial photodynamic
Therapy, aPDT) surge como uma estratégia de tratamento alternativa, a aPDT pode atuar como
um inviabilizador de microrganismos. Essa técnica consiste na aplicacdo de um
fotossensibilizador (FS), uma fonte de luz que abranja a banda de absorcdo do FS e presenca
de oxigénio, gerando espécies reativas de oxigénio (EROS) que sdo capazes de lesar
constituintes celulares dos fungos (SANTANA, 2020).

As Ftalocianinas (FC) € um FS de segunda geracdo que se assemelha as porfirinas, entre
elas esta a hexadecaflGorftalocianina (ZnPcF16). As propriedades que mais se destacam, em
relacdo a outros FS, sdo as propriedades fisicas de sua estrutura aromatica, possui uma absorcéo
de luz, entre os comprimentos de onda de 600-750 nm, além de apresentar uma maior
estabilidade fisica e quimica e efeitos colaterais reduzidos (SILVA, 2018; AROSO, 2017).

A ZnPcF16 tem sido alvo de estudos relacionados a aplicacbes terapéuticas, pela
capacidade dessa FC gerar EROS citotoxicos, que é aumentada pela presenca de Zn central,
permitindo a sua aplicacdo em aPDT, que pode ser conduzido a a¢do antimicrobiana, por
inativacdo fotodindmica (NYAMU et al, 2018).

No entanto, as FC possuem baixa solubilidade em meio fisiologico, devido a seu
comportamento hidrofébico que causa a tendéncia de empilhamento e consequentemente
estruturas de dificil solubilizacdo. Esse empilhamento afeta diretamente as propriedades
fotoquimicas, prejudicando a eficacia do FS (SANTOS, 2020; SILVA, 2018).

Entre as solucbes para a aplicacdo de FS hidrofobicos estdo os sistemas
nanoestruturados, entre 0s quais se encontra os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN),
que sdo nanoparticulas lipidicas de segunda geracdo. A matriz do CLN é desordenada de
maneira que apresenta espacgos vazios que podem acomodar altas concentraces de moléculas
de farmacos hidrofébicos em aglomerados amorfos (GHASEMIYEH et al, 2018; CHAUHAN
et al, 2020).

Porém, os CLN se apresentam como fluidos de caréater liquido, o0 que ndo ¢ ideal para
uma administracdo na vagina, por ocasionar uma dispersdo rapida. Com isso, 0s materiais
hibridos organico-inorganicos do tipo ureasil-poliéter (U-PEQO) pode ser uma alternativa para

atuar na liberagéo sustentada da FC incorporada nos CLN.



15

Esses materiais hibridos ndo interferem nas caracteristicas fisico-quimicas dos seus
componentes, 0 que permite o uso no desenvolvimento de novos sistemas com vasta aplicagao,
incluindo entrega controlada de farmacos. Engquanto a fase organica fornece propriedades
fisico-quimicas como Optica, elétrica e de reatividade, a fase inorganica melhora as
propriedades térmicas, resisténcia mecénica, entre outras. Além da flexibilidade na variacéo de
forma e tamanho da apresentacéo final (OSHIRO JUNIOR et al, 2016; OSHIRO JUNIOR et
al, 2021).

Além disso, essas propriedades sdo atraentes para uma aplicacdo em mucosas, Como a
vulvovaginal, por otimizar o tempo de contato da formulagdo com a regiéo e a capacidade de
liberacdo sustentada da droga (ALMEIDA et al, 2019). Portanto, sugere-se que ZnPcF16
incorporada em CLN dispersos em materiais hibridos do tipo U-PEO associados a aPDT,
podem oferecer uma promissora e inédita ferramenta nanobiotécnoldgica visando o tratamento
da CVV.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Candidiase

A Candida é um fungo oportunista, no qual, em um determinado estudo, a infecgdo
causada pelos fungos desse género, chegou a obter uma prevaléncia de 45,9% em pacientes
com comorbidades. A candidiase € uma das principais infeccdes causadas por fungos, por
possuir uma das maiores incidéncias em humanos e ser responsavel por cerca de 70% das
infecgbes fangicas em todo o mundo (DE JESUS et al, 2021; RODRIGUES et al, 2022;
TALAPKO et al, 2021).

O espectro clinico da candidiase é bastante diversificado, por poder se manifestar tanto
como uma infeccdo superficial mucocutanea, como uma candidemia com risco de vida mais
elevado. As espécies patogénicas de Candida incluem, C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis
e C. tropicalis, dentre essas a mais comumente relatada é a C. albicans, que chega a ter uma
incidéncia de aproximadamente 37% nos casos (BHATTACHARYA; SAE-TIA; FRIES,
2020).

Entre as manifestacGes clinicas da candidiase estdo a oral, que é a mais comum, no qual
estima-se que a C. albicans pode ser encontrada em mais de 80% dos isolados dos fungos orais,
tanto entre individuos saudaveis como em infectados. A gastroenterologia € outra manifestacéo,
onde a infeccdo ocorre na flora gastrointestinal (TALAPKO et al, 2021). A candidiase
vulvovaginal (CVV) é considerada a segunda infec¢do vaginal mais comum, que chega a afetar
75-80% das mulheres pelo menos uma vez na vida, no qual a C. albicans é responsavel por
cerca de 90% dos casos (ROSATI, 2020; WILLEMS et al, 2020).

Os principais fatores relacionados a CVV que estdo associados ao hospedeiro sdo
gravidez, desequilibrio hormonal, diabetes desregulada, imunossupressdo, uso de antibioticos
de amplo espectro, glicocorticoides e predisposicdes genéticas (RODRIGUEZ-CERDEIRA et
al, 2020). Alguns estudos tentam relacionar a desregulacdo imunolégica causada pela infecgdo
por coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2), especialmente aqueles
com comorbidades predisponentes (RIAD, 2020). Esses fatores demonstram a relagéo
oportunistas das infeccdes ocasionadas por C. albicans.

A C. albicans, na verdade tem uma relagcdo de comensalismo com o humano, ou seja,
ndo traz beneficio ou maleficio ao hospedeiro, com isso faz parte da flora humana, porém

fatores como a baixa da imunidade do hospedeiro pode acarretar na transi¢do para uma relagéo
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patoldgica. Outros fatores, relacionados ao microrganismo, que possuem grande relevancia para
essa transicdo sdo as enzimas proteoliticas, mudancas morfologicas e desenvolvimento de
resisténcia a drogas (VILA et al, 2020).

Um dos principais fatores de viruléncia € a transicdo para a forma patogénica da C.
albicans, relacionada ao polimorfismo do fungo, que configura a transicdo morfoldgica do
fungo entre levedura e hifa. Entre as duas formas, a hifa é a invasiva e responsavel pela
patogenicidade e a leveduriforme esta presente na microbiota humana. (TALAPKO et al, 2021,
WILLEMS et al, 2020).

Outro fator importante € a formacdo de biofilmes, que comunidades microbianas
complexa, bastante heterogéneas, possui diferentes formas morfoldgicas pelo polimorfismo do
microrganismo. Além disso, os biofilmes possuem uma grande importancia clinica por tornar
0S microrganismos resistentes a acdo de antifingicos e pela sua capacidade de aderéncia a
equipamentos como cateteres, formando reservatorio de C. albicans e trazendo maiores riscos
de infeccOes hospitalares (CIUREA et al, 2020).

A CVV tem entre suas principais problematicas o tempo de retencdo da substancia ativa,
que por ser baixo, nos tratamentos convencionais, leva a subdoses e uso prolongado de
antifungicos, que consequentemente podem resultar em resisténcia. A resisténcia aos
antifungicos ¢ um dos maiores desafios no tratamento da candidiase, podendo ocorrer por
alteracdes na composicdo do material, mutacGes, entre outros. Um exemplo séo casos de
pacientes portadores de HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana) que fizeram terapia
utilizando azois, em baixa dose a longo prazo e acabaram selecionando a Candida spp resistente
a essa classe (BHATTACHARYA; SAE-TIA; FRIES, 2020; BIANCHIN et al, 2019).

2.2 Cavidade vulvovaginal

A extensdo do Utero e colo do utero até a vulva é chamada de cavidade vulvovaginal,
que pertence ao sistema reprodutor feminino. As condi¢fes dessa regido sdo muito instaveis,
hé a acidez, temperatura, producdo de fluido vaginal, alteracdes causadas pelo ciclo menstrual,
como a espessura do epitelio, atividades sexuais, entre outras. Além disso, possui a sua propria
microbiota, onde podem estar presentes Lactobacillus, Bacteroides e Staphylococcus, que
possuem fungbes como moduladores de respostas inflamatorias e alguns Lactobacillus
promovem o ambiente mais acido, com pH de 3,5 a 4,5, capaz de evitar patdgenos como E. coli
(LEYVA-GOMEZ et al, 2019; OSMALEK et al, 2021)
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As infecgOes que ocorrem nessa regido, como a CVV podem causar sinais e sintomas
inflamatorios desde a vulva até a mucosa vaginal. O tratamento normalmente escolhido para
essas infeccgdes € topico, que tem como maior vantagem a reducdo da exposicdo sistémica aos
antimicrobianos, reduzindo o desenvolvimento de resisténcia e efeitos colaterais. (CERDEIRA
et al, 2020; VANIC et al, 2021).

Quando se trata da administracdo de drogas por essa via, ela tem como principais
vantagens a alta vascularizacdo e ndo ocorrer o metabolismo de primeira passagem, além disso,
permite a autoaplicacdo, menor chances de eventos adversos e evita interacdes medicamentosa
ou alimentar. Porém, tem como alguns dos principais desafios o tempo de permanéncia do
farmaco no local, considerando a depuracao e corrimento vaginal, a barreira mucosa, que possuli
permeabilidade seletiva dificultando o transporte molecular das particulas e o pH levemente
4cido, que dificulta a liberacdo dos farmacos (LEYVA-GOMEZ et al, 2019; VANIC et al,
2021).

Entre as formas farmacéuticas convencionais para administragdo na cavidade
vulvovaginal estdo os geéis, pomadas, anel vaginal, 6vulos, comprimidos vaginais, capsulas
vaginais. Porém essas formulacdes apresentam geralmente, desconforto, falta de uniformidade
de dose, baixa biodisponibilidade, extravasamento quando em cremes e géis pelo canal vaginal,
aumento da frequéncia de administracdo, e grande parte desses problemas é causado pelo baixo
tempo de retencdo na mucosa vaginal (CONTE, 2021.

2.3 Tratamento da candidiase

Os antifungicos atuam em dois alvos principais, aproveitando das diferencas entre as
células humanas e fungicas, a matéria celular e a parede celular. Trés classes sdo responsaveis
pelo tratamento convencional contra a candidiase, os polienos, azélicos e equinocandinas
(MARQUEZ, 2020; BEN-AMI, 2018).

O grande desafio da atualidade no tratamento das micoses € a resisténcia dos patdgenos,
que se tornou uma séria ameaca a saude global. O uso indiscriminado de antifungicos, € o ponto
chave dessa problematica, tanto pela populacdo para tratamento ou profilaxia de doencas,
quanto na agricultura, como € o caso dos azois que sao utilizados desde a década de 1960, dessa
forma os patdgenos fingicos podem ser expostos e desenvolverem resisténcia (MARQUEZ,
2020).
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Quanto ao tratamento convencional, as equinocandinas sdo fungicidas, notavelmente
seguras e possuem poucas interagdes medicamentosas, porém possuem baixa
biodisponibilidade oral e alta ligacdo as proteinas o que limita a sua administracdo. Entre os
azois, o fluconazol é o mais utilizado em tratamentos de candidiase, no entanto, o seu principal
efeito adverso € a hepatotoxicidade e pode interagir com medicamentos que sofrem
metabolismo pelo citocromo P450, o que restringi seu uso. A anfotericina B faz parte da classe
dos polienos, porém é utilizada somente na segunda linha de tratamento da candidiase invasiva
pela sua toxicidade (BEN-AMI, 2018; MOREIRA, 2021).

Quando ndo é possivel tratar a candidiase por meio do tratamento convencional, se vé a
necessidade de modificar a farmacoterapia, aumentando a dosagem e fazendo associacéo
multipla de medicamentos. Porém, essas acdes podem acarretar em problemas ao paciente,
como a ocorréncia de efeitos colaterais e a prevaléncia da infeccdo, o que ressalta a importancia
da busca de novas estratégias terapéuticas (BIANCHIN et al, 2019).

As nanoparticulas na administracdo vulvovaginal podem ser uma solugdo, em relacéo
aos problemas citados anteriormente, pois o encapsulamento de drogas pode fornecer uma
entrega controlada, prolongada e direcionada, porém formam um material de caracteristica
fluida o que dificulta a sua administracdo. Com isso, a incorporacdo em materiais hibridos pode
facilitar na administracdo nesta via unindo-se os beneficios das nanoparticulas (OSMALEK et
al, 2021; NICOLAU COSTA et al, 2021).

2.4 Nanoparticulas (NP)

O aprimoramento de alguns aspectos como a estabilidade, direcionamento, curto
periodo de producdo, producdo em larga escala e biodisponibilidade dos farmacos tem sido um
dos focos da industria farmacéutica, com isso, as nanoparticulas (NP), como nanocarreadores,
surgiram como uma solucdo. As vantagens alcancadas com as NP sdo o direcionamento das
drogas, entrega controlada e sustentada, protecdo do fa&rmaco encapsulado, entre outros que
otimizam a administragcdo medicamentosa (ALSHAWWA et al, 2022; PATEL et al, 2019)

O uso de NP no tratamento de doencas fangicas pode levas ao aumento do efeito das
drogas, permitir uma menor dosagem, otimizar os intervalos entre as administracdes, garantir
uma melhor biodisponibilidade, além de reduzir efeitos adversos. Podem apresentar diferentes

tamanhos, entre 50 a 1000 nm e morfologias, como amorfas, esféricas e cristalinas, o principal
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papel é o transporte de particulas, podendo encapsular tanto hidrofilicas quanto lipofilicas
(SOUZA, 2019; NAFARI et al, 2020)

As NP podem ser classificadas quanto a geracdo, existem duas geracOes de
nanoparticulas lipidicas, que foram desenvolvidas como um sistema alternativo para
encapsulacdo de farmacos em relagdo aos sistemas coloidais convencionais. As nanoparticulas
lipidicas solidas (NLS), e os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN). Também podem ser
classificadas quanto entre NP organicas, que incluem lipossomas, NP poliméricas, micelas
poliméricas e NP solidas, e as NP inorganicas, que incluem NP metalicas, como as de ouro e
prata, entre outras (SAEZ & SOUZA & MANSUR, 2018; DE SOUZA, 2019).

A primeira geracdo é composta pelas nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS), que séo
produzidas por misturas sélidas e liquidas por homogeneizacdo de pressdo mais alta. Essa
geracdo pode ser classificada de acordo com a natureza do farmaco e o lipidio incorporado. As
principais desvantagens sdo a capacidade de carga baixa, baixa eficiéncia de encapsulacdo e a
recristalizacdo (PATEL et al, 2019).

A segunda geracdo surgiu como um aprimoramento da primeira, solucionando
problemas como uma baixa eficiéncia de encapsulamento e a expulsdo das substancias
encapsuladas. Os CLN promovem o aumento da viscosidade da fase lipofilica interna, como
por exemplo as que sdo desenvolvidas pela presenca de um tensoativo biocompativel, além de
possuir uma matriz menos organizada, pela cristalizacdo lipidica (SAEZ& SOUZA &
MANSUR, 2018; BIANCHIN et al, 2019).

2.4.1 Carreador lipidico nanoestruturado (CLN)

Os CLN variam entre 200-300 nm. Alguns estudos relatam que essas NP apresentam
uma maior penetracdo nas camadas profundas da pele, por dispor de tamanho menor fornece
uma maior area de contato, favorecendo o aumento da penetracdo do farmaco (GARG et al,

2020). A organizacdo do CLN pode ser observada na figura 1.
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Figura 1. Estrutura do CLN
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CLN, carreador lipidico nanoestruturado. Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Essas NP possuem uma matriz de cristais lipidicos imperfeitos, promovendo espacos
que tornam possivel a incorporagdo de moléculas de farmacos hidrofébicas, como € o caso do
ZnPcF16. Pela presenca de lipidios liquidos no CLN problemas como expulséo do farmaco séo
menos recorrentes do que em outras geracGes de NP, outra vantagem € a capacidade de carregar
uma maior quantidade de substancias (SATO et al, 2017; CHAUHAN et al, 2018)

Um dos maiores problemas na administracdo na via tdpica € a baixa eficacia por
problemas na penetracéo e permeacéao na pele, tendo como principal barreira o estrato corneo.
O CLN aumenta a permeacdo ou penetracdo na pele pela capacidade de rearranjar e fluidizar o
empacotamento lipidico do estrato corneo e assim intensificando a permeacdo (GHASEMIYEH
et al, 2018; KADRENGULA et al, 2022). Com isso, para uma melhor administra¢cdo do CLN

na cavidade vulvovaginal ele pode ser disperso em um material hibrido.

2.5 Material hibrido do tipo organico-inorganico

Os materiais hibridos organico-inorganicos sao multifuncionais. Suas propriedades sao
resultado da combinacdo sinérgica de uma vasta interface hibrida. Permitem uma ampla
possibilidade pelo acoplamento de estado coloidal, que compreende uma solucdo onde as
particulas dispersas de dimensdes nanométricas, além de manter as propriedades fisico-
qguimicas dos materiais dispersos sdo mantidas. Ademais os materiais hibridos podem ser
moldados em diversos formatos o que facilita a sua aplicagdo em multiplas areas (FAUSTINI
et al, 2018).

Com isso, esses materiais tem atraido a atencdo no desenvolvimento de sistemas de

liberacdo controlada de drogas, entre eles os materiais poliméricos & base de poli(6xido de
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etileno) (PEO) é o mais utilizado para essa pratica. O PEO apresenta diversas vantagens no
campo farmacéutico por apresentar baixa toxicidade, alta capacidade de intumescimento,
devido ao seu carater hidrofilico e pela estabilidade no pH do meio biolégico. A combinagédo
do PEO com o poli(6xido de propileno) (PPO), que tem carater mais hidrofébico traz um carater
interessante para o sistema de liberagcdo de drogas (OSHIRO JUNIOR et al, 2016).

2.5.1 U-PEO

O U-PEO sédo materiais hibridos do tipo orgénico-inorganico, que tem base de polimeros
e sdo muito versateis. Suas propriedades podem ser controladas com precisdo no tempo e no
espaco (SAVELEVA et al, 2019). O U-PEO possui em sua superficie grandes poros dispersos,
0 que favorece a maiores taxas de liberacdo de um farmaco quando comparado a outros
materiais hibridos semelhantes (OSHIRO JUNIOR et al, 2021).

Alguns estudos avaliaram a aplicacao de filmes hibridos de U-PEO como dispositivo de
liberacdo transdérmica de uma substancia ativa. O estudo provou que os materiais hibridos U-
PEO apresentaram biocompatibilidade, alta forca de adesdo e propriedades semi-oclusivas,
mantendo a regido hidratada, o que é ideal para tratamento de feridas podendo acelerar o
processo de cicatrizacdo (OSHIRO JUNIOR et al, 2016).

Além disso, os materiais hibridos sdo capazes de aumentar o tempo de contato da
substancia ativa, dispersa nele, com tecidos epidérmicos, orais e mucosas (DE ARAUJO et al,
2019). Essa otimizacdo do contato traz uma vantagem para a aplicacdo de moléculas

hidrofobicas incorporadas em CLN na cavidade vulvovaginal.

2.6 Terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT)

A terapia fotodindmica foi utilizada inicialmente contra alguns tipos de cancer.
Inicialmente foi administrado a hematoporfirina em camundongos com a aplicagdo de luz
vermelha, a qual foi capaz de erradicar o crescimento de um tumor mamario. Em seguida foi
descoberta sua capacidade de combater doengas virais, bacterianas e parasitarias (CORREIA et
al, 2021).

A aPDT se baseia na interacdo entre um FS, aplicacéo de luz de comprimento de onda
especifico e a presenca de oxigénio, gerando EROS citotoxicos que sdo capazes de lesar

constituintes dos microrganismos, promovendo a apoptose ou necrose celular. Essa terapia é
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seletiva por poder ser direcionada pela aplicagédo de luz, sendo menos invasiva (OSHIRO
JUNIOR et al, 2020; SANTANA, 2020).

A aPDT apresenta diversas vantagens em relacdo a terapia convencional com
antibioticos entre elas estdo, amplo espectro de acdo, por poderem atuar em diversos
organismos, efeitos adversos e danos ao tecido do hospedeiro mais limitado (GHORBANI et
al, 2018).

Os FS séo parte essencial para a eficacia da aPDT, assim para melhor eficacia do FS é
necessario que alguns fatores sejam aplicados corretamente como, uma forma farmacéutica
ideal e o0 tempo de irradiacdo de luz do FS (PHAM et al, 2021).

2.7 Fotossensibilizadores (FS)

Os FS podem ser classificados em trés geracdes. Na primeira se encontram a porfirina
e seus derivados (Hp), na segunda geracdo estdo os derivados de FC, que se assemelham as
porfirinas e na terceira geracdo estdo os fotossensibilizadores dentro de sistemas bioldgicos
(GHORBANI et al, 2018). Sendo as duas primeiras as principais.

A hematoporfirina foi a pioneira entre os FS, sendo citada pela primeira vez em meados
do século 18. Os Hp sdo obtidos pela tecnologia de desfibrilacdo e acidificacdo sanguinea
através da hematoporfirina 1X, que esta presente na circulacdo sanguinea (CORREIA et al,
2021).

As porfirinas sdo macrociclos aromaticos, rigidos, planares e simétricos, com tendéncia
a formacdo de estruturas cristalinas. Além disso, outro dos maiores problemas dessa classe é
que a forma livre prontamente forma agregados no meio aquoso, reduzindo o rendimento da
formagéo de EROS (KINGSBURRY & SENGE, 2021; DHARMARATNE et al, 2020).

Apesar disso, os FS de primeira geracdo possuem baixa toxicidade no escuro, boas
propriedades fotofisicas e fototérmicas, j& que os EROS sdo gerados de maneira muito
direcionada, além de alta captacdo tumoral, por essas razdes ainda sdo utilizadas para o
tratamento de cancer. Porém, possuem baixa absor¢do no comprimento de onda de 600 a 800
nm e necessita ser protegida da luz por periodos longos apds a aplicacdo por apresentar
fotossensibilidade na pele (DEDA et al, 2020).

As FS de segunda geragdo necessitam de quelagdo com um atomo ou ion metalico para

exibir propriedades de aPDT. Porém, conseguem superar 0s principais problemas da geracao
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anterior, por apresentarem uma absor¢do aumentada no comprimento de onda, menor exposi¢éo
adroga e a luz para a aPDT, maior rendimento na geracdo de EROS (SWAMY et al, 2020).

Além disso, as FS de segunda geracdo apresentam acdo prolongada nas células-alvo,
reducdo dos efeitos colaterais e maior estabilidade quimica e fisica. Ademais, as FC sd@o muito
lipofilicas, o que facilita a ligacdo com constituintes celulares, porém esse carater mais
hidrofébico prejudica a administracdo desses FS, para solucionar isso a incorporacdo da FC em
CLN para a administracdo em meio fisioldgico se torna coerente (SILVA, 2018; BAYAT,;
KARIMI; ADIMI, 2020).

2.8 Ftalocianina

As FC sdo macromoléculas sintéticas, possui um pigmento de azul intenso, as
propriedades fisicas e Opticas tornam essa molécula um forte candidato para amplas aplicacGes,
como a aPDT (URBANI et al, 2019). A estrutura da FC se assemelha a das porfirinas, a

estrutura quimica da FC pode ser observada na figura 2.

Figura 2. Estrutura quimica da ftalocianina base livre

N\
% I 5 :
N HN
74 A\

N N

/;NH Nj<</
P N/

Fonte: Adaptacao de Calori, 2016.

A FC possui um anel benzénico acoplado a cada uma das subunidades pirrolicas, que se
ligam por atomos de nitrogénio. As propriedades fotofisicas sdo influenciadas pelos ions
metalicos centrais que podem ser adicionados a estrutura como, zinco e aluminio, que resultam
em metaloftalocianinas que possuem alto rendimento na formagdo de EROS (CAROBELI et
al, 2021).
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A capacidade de obter uma variedade de derivados, se da pela versatilidade de sintese
da FC, sua estrutura pode ser modificada pela insergdo de metais centrais, substituintes axiais
e periféricos, entre outros, o que modifica suas propriedades. Ademais possui elevada
semicondutividade elétrica, fotoquimica e fotofisica, baixa solubilidade em solventes
organicos, estabilidade térmica e densidade eletrnica, que ocorre pela estrutura eletrénica
muito conjugada (DE SIQUEIRA et al, 2022).

Quando comparadas as FS de primeira geracdo, as FC apresentam diversas vantagens
como alta absorcdo de luz nos comprimentos de onda entre 600 a 750 nm, maior pureza
quimica, uma faixa terapéutica ideal, baixa toxicidade, reduzidos efeitos colaterais e menor
tempo de incubagéo, entre outros (SANTOS, 2020; DHARMARANTHE et al, 2020).

A principal desvantagem da FC é a baixa solubilidade em agua e meio fisioldgico, o que
impossibilita a sua administracdo direta (SANTOS et al, 2022). No entanto, a FC pode ser
incorporada em sistemas de liberagdo de drogas como lipossomos, nanoemulsdes,

nanoparticulas poliméricas (SILVA, 2018).

2.8.1 Ftalocianina de fldor-zinco

As metaloftalocianinas, que sdo as FC com a adicdo de um atomo metalico central,
apresentam um maior potencial de formacdo de EROS, o que melhora a aPDT, além de
possuirem maior tempo de vida e maior retencdo tumoral, quando comparadas as outras
moléculas de FC (CAROBELI et al, 2021; TUNCEL et al, 2019).

As Ftalocianinas de zinco (ZnFC) sdo fotossensibilizadores fortes na absorcao na regido
do infravermelho répido, possui baixa toxicidade no escuro, alta fotoestabilidade e geracao de
EROS otimizada. A ZnFC ja demonstrou ser um agente promissor no tratamento de varios tipos
de cancer, 0 que a torna interessante para a aplicacdo na aPDT (TUNCEL et al, 2019).

O Zn central presente na ZnPcF16 necessita de um curto tempo de pré irradiacdo, entre
1-5 minutos, para atingir a reducdo de UFC ideal para uso clinico, em outros FS o tempo de
incubacéo pode chegar a 60 minutos (DHARMARATNE et al, 2020). Esse fator € uma grande
vantagem na aplicacdo terapéutica de uma formulacdo contendo essa substancia ativa,

promovendo uma aplicagdo mais rapida e pratica.
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3. OBJETIVOS E METAS A SEREM ALCANCADOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver carreadores lipidicos nanoestruturados
contendo ftalocianina dispersos em materiais hibridos do tipo ureasil-poliéter associado a

terapia fotodindmica para o tratamento da candidiase vulvovaginal.

3.2 Objetivos Especificos

- Preparar e caracterizar dos CLN dispersas nos sistemas hibridos;

- Analisar a compatibilidade entre os compostos, pelos grupos funcionais presentes por FTIR e
do comportamento térmico por TG e DTA;

- Avaliar o efeito da inativacdo fotodinamica antimicrobiana da FS incorporada ou ndo nos
CLN dispersas nos sistemas hibridos sobre Candida albicans por meio de medi¢do dos halos
de inibicdo;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Os experimentos foram desenvolvidos no periodo entre dezembro de 2021 e mar¢o de
2022 nos Laboratorio de Desenvolvimento e Caracterizacdo (LDCPF) e Laboratério de
Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos (LABDEM), na UEPB e Laboratério de

Tecnologia dos Medicamentos (LTM) na Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

4.1.1 Matérias primas

+ Agua destilada;

» Estearato de polioxietileno 40 (SIGMA-ALDRICH, SP, Brasil);

+  Oleo de ricino (Mapric, Ipiranga, SP, Brasil);

» Triglicérides do &cido caprico/caprilico (Lote: 1M0917J — Via Farma, S&o Paulo, SP,
Brasil);

Pluronic® F127 (Lote: SLBS1853V — SDAM, SIGMA-ALDRICH, SP, Brasil);

* Zincl,2,3,4,8,9,10,11,15,16,17,18,22,23,24,25-hexadecafluoro-29H,31H-
phthalocyanine (Lote: MKBKO0616V — SIGMA-ALDRICH, SP, Brasil);

» Alcodxido modificado 3-isocianatopropiltrietoxisilano (IsoTrEOS) (Lote: BCBZ6236
—DAS, SIGMA, ALDRICH®, EUA);

« 2-aminopropil propilenoglicol (Lote: BCBH5375V — SDA, SIGMA ALDRICH®, SP,
Brasil);

» Etanol (Lote: 106720, Dindmica Quimica Contemporanea Ltda, Indaiatuba, SP, Brasil);

» Solucgéo de HCI 2M;

* Meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar (Lote: 012519506 — SDA, SIGMA
ALDRICH®, SP, Brasil);

* PBS (Lote: 1315622 - OXOID, Hampshire, England);

» Nistatina (Lote: S06312, Pharmécia Geranium, Barretos, SP, Brasil);
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4.1.2 Equipamentos

+ Balanca semi-analitica AW220 — Shimadzu (Numero de série: B129171113 — Quioto,
Honshu, Jap&o);

* Banho ultrassonico — Ultrasonic Cleaner Unique (NUmero de série: 100411 —
Indaiatuba, SP, Brasil);

» Destilador de agua Pilsen SP5L — SPLABOR (NUmero de série: 03616/116 — Vila
Formosa, Prudente, Brasil);

» Sonicador de Ponteira/ Desruptor de Célula Ultrassdnico DES500 500 W Unique
(NUmero de série: 102411 — Indaiatuba , SP, Brasil);

» Espectrdmetro Spectrum (400 Perkin Elmer, EUA);

+ Software Origin® (versao 8.5);

+  Termobalanca Shimazdu™ — TGA-50 (NUmero de série: C305651 — Barueri, SP,

Brasil);
+  Analisador térmico Shimadzu™ — DTA-60 (NGimero de série: C305651 — Barueri, SP,
Brasil);
4.2 Método

4.2.1 Preparacdo dos carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN)

A formulacdo foi desenvolvida pelo método de fusdo-emulsificacdo, no qual a fase
lipidica foi composta de 2% de estearato de polioxietileno 40 (POE 40), 2% de triglicérides do
acido caprico/caprilico (TGACC) e 1% de 6leo de ricino hidrogenado e etoxilado 40 (OR). A
fase aquosa foi composta de 3,5% de Pluronic™ F-127 (PF 127) e agua (Mili-Q).

Os componentes da fase aquosa e da fase lipidica foram pesados em béqueres separados,
em sequéncia a fase aquosa foi aquecida a 70 °C e a fase lipidica a aproximadamente 5-10 °C
acima do ponto de fuséo do lipidio. A fase aquosa, contendo o tensoativo, foi vertida sobre a
fase lipidica, fundindo sob constante agitacdo, dando origem a uma pré-emulsdo. Por meio de
um sonicador, que age como um homogeneizador de alta pressdo, a pré-emulsdo foi dispersa,
com amplitude de 35%, em modo descontinuo por 5 ciclos de 1 minuto, com intervalo de 30

segundos entre, por fim, foram acondicionadas em frascos com protecdo fotossensivel. Na
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preparacdo de CLNs acrescidos da ZnPcF16, a técnica de preparacdo foi a mesma, no qual o
ativo foi disperso na fase lipidica na concentracdo de 1% em relagdo a massa lipidica.

4.2.2 Preparacao dos materiais hibridos ureasil-poliéter (U-PEO)

Os percussores hibridos foram sintetizados por uma reacdo de um alcooxido modificado
3-isocianatopropiltrietoxisilano (IsoTrEQOS) e polimeros modificados (NH2-POE-NH2) com
massas moleculares de 500 g/mol e (NH2-POP-NH2) com massa molecular de 400 g/mol. A
mistura, alcooxido e polimero modificado, foi mantida sob refluxo em Etanol absoluto a
temperatura de 80 °C por 24 horas. Posteriormente o solvente de sintese foi eliminado por
aquecimento e pressdo reduzida. Em seguida, as reacdes de hidrélise e condensacgdo,
promovidas pela adicdo controlada de 4gua, etanol e um agente catalisador de carater acido
(HCI) levaram a formacdo de um gel. Por fim, o U-PEO foi mantido em dessecador para
secagem a temperatura ambiente (£30 °C) por 72 h.

Para o preparo dos materiais hibridos, o percussor (PEO), foi dissolvido em etanol em
um béquer, como catalisador para as reac¢6es de hidrélise e condensacéo foi adicionado HCI, as
proporcdes dos constituintes dos materiais hibridos estdo descritas na tabela 1.
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Tabela 1 - Proporcéo dos constituintes dos materiais hibridos
U-PEO U-PEO+CLN U-PEO+CLN- U-PEO+ZnPcF16

ZnPcF16
PEO 0,750 mg 0,750 mg 0,750 mg 0,750 mg
AGUA - - - 750 pL
ETANOL 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL
HCI 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL
CLN - 750 pL - -
CLN-ZnPcF1s - - 750 pL -
ZnPcFis - - - 750 pL

PEO 500, percussor Ureasil-Poliéter 500; HCI, &acido cloridrico; CLN, carreador lipidico
nanoestruturado; ZnPcF16, hexadecaflUorftalocianina; CLN-ZnPcF16,
hexadecafltorftalocianina incorporado em carreador lipidico nanoestruturado; U-PEO, material
hibrido de Ureasil-Poliéter; U-PEO+CLN, Ureasil-Poliéter contendo carreador lipidico
nanoestruturado; U-PEOCLNZNPcF16, Ureasil-Poliéter contendo hexadecafltorftalocianina
incorporada em carreador lipidico nanoestruturado; U-PEOZnPcF16, Ureasil-Poliéter contendo

hexadecaflorftalocianina. Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

4.2.3 Caracterizacao fisico-quimica

4.23.1FTIR

A partir do espectrémetro Spectrum, de varredura na faixa de 4000-650 cm™e 4 cm™ de
resolucdo, foram obtidos os espectros de FTIR das amostras. Os dados adquiridos foram

analisados pelo software Origin®.

4.2.3.2 Andlise térmica diferencial (DTA)

As diferengas térmicas das substancias, presentes nos sistemas, foram analisadas por
Anélise Térmica Diferencial (DTA), num intervalo de temperatura de 40 a 300 °C, com
velocidade de aquecimento de 10 °C/min sob atmosfera de nitrogénio a um fluxo de 100

mL/min. Como padrdo de calibragdo do equipamento foi utilizado o indio, que apresenta ponto
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de fusdo 156,6 °C, por meio do software da TASYS da Shimatzu™. Para analisar as amostras,

foram utilizados cerca de 2 mg de cada em um porta amostra de aluminio selado.

4.2.3.3 Termogravimetria (TG)

A técnica de TG foi utilizada para determinar a avaliacdo da estabilidade térmica do
material. As amostras foram acondicionadas em cadinho de platina e aquecidas num intervalo
de 40 a 900 °C com uma taxa de 10 °C/min sob fluxo de nitrogénio de 100 mL/min. O padréo
de calibracéo do equipamento utilizado foi o oxalato de célcio monoidratado, para a calibragdo

da massa.

4.2.4 Avaliacdo in vitro da atividade antifungica

Foi utilizada uma cepa ATCC (90028) de C. albicans obtida da American Type Culture
Collection (ATCC). C. albicans foi mantida em caldo de levedura com base de nitrogénio
(YNB, Sigma Aldrich®, EUA) suplementado com D - (+) - glicose 100 mM (Sigma Aldrich
®, EUA). A levedura foi subcultivada em placas Sabouraud Dextrose Agar (SDA, Sigma
Aldrich®, EUA) e incubada a 37 °C por 48 h para crescimento de colénias.

4.2.5 Tratamento contra culturas plancténicas

O azul de metileno (AM) foi utilizado em uma concentracdo de 3%, esse corante é
utilizado na aPDT por ser um FS da classe das fenotiazinas, tendo uma absorcéo da luz entre
630 e 660 nm, utilizado em estudos de atividade aPDT como CARDOZO, 2021. A Nistatina
(Nis) em uma concentracdo de 5% e 4,95 mg de ZnPcF16 foi diluida para 10 mL de DMSO
20%. O agar utilizado foi o Sabouraud Dextrose Agar, sendo preparado conforme indicado
pelo fabricante. Com o auxilio de um perfurador cilindrico os materiais hibridos foram cortados
nas dimensdes de 6x6 cm e as solugdes liquidas foram colocadas em cilindros de aco inoxidavel
com as mesmas dimensoes.

O indculo de levedura foi preparado com colonias da cultura estoque, foram transferidas
para 10 mL de YNB suplementado com 100 mm de D - (+) - glicose e incubadas a 37 °C durante
a 18 horas para obtencdo da cultura planctnica de C. albicans em fases estacionarias. O

espectrofotdmetro de absorbéncia de 530 nm, permitiu a padronizagdo, garantindo uma
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concentragdo do indculo de 5 x 10°® UFC. A distribuicdo dos grupos nas placas pode ser
observada na figura 3.

Figura 3. Distribuicdo dos grupos nas placas

CLN
ZnPcF16,

100 pl de PBS + 100 ul de PBS 100 pl de PBS

100 ul de PBS

Nis, nistatina; AM, azul de metileno; CLN, carreador lipidico nanoestruturado; ZnPcF16,
hexadecaflorftalocianina; U-PEO, material hibrido de Ureasil-Poliéter; U-PEO+CLN,
Ureasil-Poliéter contendo carreador lipidico nanoestruturado; U-PEO+CLNZnPcF16, Ureasil-
Poliéter contendo hexadecaflUorftalocianina incorporada em  carreador lipidico
nanoestruturado; U-PEOZnPcF16, Ureasil-Poliéter contendo hexadecaflUorftalocianina.
Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

O teste microbioldgico foi realizado pelo método de Difusdo em agar, para isso as placas
foram divididas conforme a figura 3, onde foi realizado um primeiro grupo corresponde sem a
aplicacdo de luz e um segundo grupo com a aplicacdo de luz. Os materiais hibridos foram
colocados novamente em placas separadas, nas quais foi aplicado 100 pL de PBS (Tampéo
Fosfato Salina) sobre sua superficie. No grupo que foi aplicado a aPDT, esperou-se 0 tempo de
pré-incubagdo de 5 minutos, apos isso, foi utilizada uma luz LED branca (Feniz™, LDO01, 113
J. cm™) por 5 minutos, para ativar as substancias fotossensiveis.

Por fim, as placas foram levadas a estufa, em uma temperatura de 37 °C por 48 h. Apo6s
esse tempo os halos de inibigdo do crescimento fungico foram medidos em meio, a fim de se

correlacionar o tamanho destes com o potencial antifungico das amostras testadas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Carreador Lipidico Nanoestruturado (CLN)

Os sistemas nanoestruturados foram preparados como descrito no item 4.2.1, como em
Sato et al, 2017, com modifica¢des na aplicacdo do sonicador, no qual no presente estudo foi
utilizado o tempo total de 5 minutos. A sonicacao no preparo de nanoparticulas, além de reduzir
o tamanho das particulas, facilita a micromistura e auxilia na prevencdo de precipitacdo e
cristalizacdo do material, a microturbuléncia causada pelo aparelho é capaz de quebrar
agregados de particulas. O método de fusdo seguida por emulsificacdo foi utilizado pela
capacidade de reduzir o tamanho das particulas, utilizando parametros de velocidade e tempos
ideais (BEHBAHANI et al, 2019; MCDONEL; HICKEY; PALMER, 2020).

Visando a incorporagdo da ZnPcF16 nos CLN, a mesma foi adicionada no preparo da
fase lipidica. Essa FC possui carater hidrofobico, baixa solubilidade aquosa, por essa razéo foi
aplicada essa metodologia que tem a capacidade de incorporar fArmacos com esse carater,
promovendo a retencao e dispersdo na fase lipidica (OSHIRO JUNIOR et al, 2020).

A figura 4 apresenta as caracteristicas macroscopicas dos CNL com e sem ZnPcF16.

Figura 4. Caracteristicas macroscopicas dos CLN (a) e CLN-ZnPcF16 (b)

CLN, carreador lipidico nanoestruturado (a); CLN-ZnPcF16, carreador lipidico

nanoestruturado contendo hexadecafluorftalocianina (b). Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Foi analisado que ambas formulagGes, sendo armazenadas em geladeira, néo
apresentaram, por 90 dias, eventos de instabilidades como floculagdo, que é o processo de
agregacao de particulas, cremacdo, que € quando a fase dispersa tem menor densidade que a

fase continua, ocorrendo uma elevacéo da fase dispersiva, ou coalescéncia, ocorre quando ha o
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aumento do tamanho global das particulas de maneira irreversivel. Os sistemas
macroscopicamente se apresentaram homogéneos, com coloragdo branco para o CLN e azulada
para CLN-ZnPcF16, que € justificada pela coloracéo da ZnPcF16.

5.2 Materiais hibridos ureasil-poliéter

As formulacgdes finais resultante da dispersdo dos CLN nos materiais hibridos podem

ser observados na figura 5.

Figura 5. Aparéncia visual dos materiais hibridos U-PEO (a), U-PEO+CLN (b), U-PEO+CLN-
ZnPcF16 (c) e U-PEO+ZnPcF16 (d)

U-PEO, material hibrido de Ureasil-Poliéter (a); U-PEO+CLN, Ureasil-Poliéter contendo
carreador lipidico nanoestruturado (b); U-PEO+CLNZnPcF16, Ureasil-Poliéter contendo
hexadecafldorftalocianina incorporada em carreador lipidico nanoestruturado (c); U-
PEOZnPcF16, Ureasil-Poliéter contendo hexadecafltorftalocianina (d). Fonte: Elaborado pela
autora, 2022.

O material hibrido U-PEO (a) apresentou aspecto transparente, enquanto que, a U-
PEO+CLN apresentou opacidade, que se deve a dispersdo de CLN adicionado na propor¢éo 1:1
do material hibrido. Os materiais hibridos U-PEO+CLN-ZnPcF16 e U-PEO+ZnPcF16
apresentaram coloracOes azuladas e azul intenso, respectivamente. A diferenga na tonalidade é
em virtude da presenca do CLN, que possui um nucleo lipidico capaz melhorar a solubilidade
da ftalocianina.

De forma geral, independente do grupo, podemos observar que, ndo foi apresentado
trincas, fissuras, bolhas, nem precipitados na superficie e constaram em uniformidade
macroestrutural, o que comprova a efetividade de incorporagdo nos materiais hibridos.

Ademais, as dimensdes e 0 peso dos materiais hibridos estdo dispostos na tabela 2.
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Tabela 2. Peso e dimensdes dos materiais hibridos

Formulacgéo Peso (9) Diametro (cm) Espessura (cm)
U-PEO 0,608 1,6 0,2
U-PEO+CLN 0,700 £ 0,01 1,6 0,2
U-PEO+CLN- 0,712+ 0,01 1,6 0,2
ZnPcF16

U-PEO+ZnPcF16 0,669 + 0,01 1,6 0,2

U-PEO, Ureasil-Poliéter; U-PEO+CLN, Ureasil-Poliéter contendo carreador lipidico
nanoestruturado; U-PEO+CLNZnPcF16, Ureasil-Poliéter contendo hexadecafltorftalocianina
incorporada em carreador lipidico nanoestruturado; U-PEOZnPcF16, Ureasil-Poliéter contendo
hexadecaflUorftalocianina. Os valores estdo expressos em média e desvio padrdo (n=3). Fonte:
Elaborado pela autora, 2022.

Os pesos e dimensdes foram analisados apos a secagem do material. O aumento do peso
apresentado no U-PEO+ZnPcF16 em relacdo ao U-PEO pode ser justificado pela adicdo de
ZnPcF16 e &gua, isso também justifica porque 0 U-PEO+CLN-ZnPcF16 ndo teve uma elevagéo
maior de massa. Os diametros e espessuras foram mantidos em todas as formulacdes, o que
indica que houve uma boa dispersao dos carreadores nos materiais hibridos. Os resultados na
tabela corroboram com as caracteristicas macroscopicas, onde pode ser analisado que o
didmetro, espessura e pesos obtidos sdo aproximados e reprodutiveis devido ao baixo desvio
padréo.

Além disso, os aplicadores disponiveis no mercado possuem diametro entre 1, 1,2 cm e
capacidade de aproximadamente 5 g gel e creme. O que demonstra que 0s materiais hibridos
apresentam um didmetro relativamente préximo ao encontrado no mercado. E por possibilitar
um maior tempo de retencdo evita o desconforto das varias aplicacdes, como ocorre nos

tratamentos convencionais.

5.3 Caracterizagao fisico-quimica

53.1FTIR

O FTIR é um espectro de infravermelho capaz de separar as frequéncias das absor¢des

individuais aplicando a operacdo matematica transformada de Fourier. O FTIR demonstra
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evidéncias de grupos funcionais presentes em uma substancia, assim auxilia na identificagéo de
compostos ou na investigagdo da composicdo quimica deles. Esse espectro tem alta
sensibilidade aos grupos funcionais e por essa razdo € um dos métodos de referéncia para
caracterizacdo de substancias (PAVIA et al, 2010; PETIT&PUSKAR, 2018).

Os FTIR do CLN, U-PEO e do U-PEO-CLN podem ser observados na figura 6.

Figura 6. FTIR do CLN, U-PEO e U-PEO+CLN

CLN
UPEO
UPEO + CLN
T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda/ cm’™
FTIR, Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier; CLN, carreador lipidico
nanoestruturado; U-PEO, material hibrido de Ureasil-Poliéter; U-PEO+CLN, Ureasil-Poliéter

contendo carreador lipidico nanoestruturado. Fonte: Elaborado pela autora.

A estrutura quimica do U-PEO e dos constituintes do CLN podem ser observadas na

figura 7.
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Figura 7. Estrutura quimica do U-PEO, TGACC, OR, POE 40, PF 127
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U-PEO, material hibrido de Ureasil-Poliéter (a); TGACC, triglicérides do é&cido

(OCHzCHz)4p— OH

caprico/caprilico (b); OR, 6leo de ricino hidrogenado e etoxilado 40 (c); POE 40, estearato de
polioxietileno 40 (d); PF 127, Pluronic™ F-127 (e). Fonte: Elaborado pela autora.

O espectro do U-PEO e CLN preservaram suas bandas em U-PEO+CLN. A banda em
1083 cm! presente no espectro do U-PEO e U-PEO+CLN pode corresponder a presenca de
ligacBes C-O ou C-N. Os espectros de CLN e U-PEO demonstram banda em comum em
aproximadamente 1570 cm™ e 1642 cm, que podem ocorrer pela presenca de ligagdes C=0,
presentes na estrutura do U-PEO e em alguns constituintes do CLN como pode ser observado
na figura 7, como, POE 40, TGACC e OR. A banda larga em 3356 cm, pode indicar a presenca
de ligacdo N-H e O-H, esta banda esta presente nos trés espectros, onde em U-PEO+CLN ocorre
um aumento de intensidade em relacdo a U-PEO, que pode ser causado pelas ligacBes presentes
em PF 127, OR e POE 40 constituintes do CLN. Em 1655 cm™ indica a presenca de amida
secundaria. As bandas encontradas correspondem corroboram com a estrutura do U-PEO, como
é visto na figura 7 e pode ser observado que as bandas do CLN também foram preservadas.

O FTIR do U-PEO, ZnPcF16 e U-PEO-ZnPcF16 pode ser analisado na figura 8.
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Figura 8. FTIR do U-PEO, ZnPcF16 e U-PEO-ZnPcF16

ZnPcF16

UPEO

UPEO + ZnPcF16

m

T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda/ cm’
FTIR, Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier; ZnPcF16,
hexadecafltorftalocianina; U-PEO, material hibrido de Ureasil-Poliéter; U-PEO+ZnPcF16,
Ureasil-Poliéter contendo hexadecafltorftalocianina. Fonte: Elaborado pela autora.

A estrutura quimica da ZnPcF16 pode ser vista na figura 9.

Figura 9. Estrutura quimica da ZnPcF16

ZnPcF16, hexadecafluorftalocianina. Fonte: Elaborada pela autora.

Pode ser observado que a banda, em 1130 cm™, no espectro de U-PEO+ZnPcF16 tem
maior intensidade que em U-PEO, isso pode ser devido a presenca de diversas ligagcdes C-N
que ocorre na ZnPcF16. As bandas da ZnPcF16, podem ter ficado soprepostas em U-
PEO+ZnPcF16 pela diminuicdo da propor¢cdo de FC presente no material hibrido quando
comparado ao isolado, porém o aumento de intensidade da banda, proximo a regido de 1130
cmt, comprova a integridade do composto.
O FTIR do CLN-ZnPcF16 e U-PEO+CLN-ZnPcF16 podem ser analisados na figura 10.
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Figura 10. FTIR do U-PEO, CLN-ZnPcF16 e do U-PEO+CLN-ZnPcF16

CLN-ZnPcF16

UPEO

UPEO + CLN-ZnPcF16
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Namero de onda/ cm™'
FTIR, Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier; CLN-ZnPcF16,
hexadecafltorftalocianina incorporado em carreador lipidico nanoestruturado; U-PEO, material
hibrido de  Ureasil-Poliéter;  U-PEO+CLN-ZnPcF16,  Ureasil-Poliéter  contendo
hexadecaflorftalocianina incorporado em carreador lipidico nanoestruturado. Fonte:

Elaborado pela autora.

As bandas de CLN-ZnPcF16 podem ser sobrepostas pelas bandas presentes no U-PEO
em U-PEO+CLN-ZnPcF16, pela diminuicdo de proporcdo em relacdo aos isolados. Ambos
apresentam uma banda larga 3356 cm™, que é caracteristica das ligacdes O-H e N-H, tendo um
aumento de intensidade no espectro U-PEO+CLN-ZnPcF16 quando comparado ao U-PEOQ,
podendo estar relacionado a maior presenca de solventes, pela presenca de CLN pela dispersao
em meio aquoso. Além desta, outras bandas que foram analisadas anteriormente também foram
observadas.

Foi possivel observar nas figuras 4, 6 e 8, que as caracteristicas espectrais do U-PEO
foram mantidas nos hibridos U-PEO+CLN, U-PEO+ZnPcF16 e U-PEO+CLN-ZnPcF16, nas
quais ndo houve supressdo dos grupamentos caracteristicos do hibrido. Ademais, ndo houve
surgimento de novas bandas, ou seja, ndo ocorreu a formagao de novas ligagOes, preservando
as estruturas quimicas dos compostos e pode sugerir dispersao dos CLNs e ZnPcF16 na matriz
hibrida.
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5.3.2 Anélise Térmica Diferencial (DTA)

A Andlise Térmica Diferencial (DTA) € uma técnica que analisa a diferenca entre as
temperaturas da amostra e de uma referéncia, que é termicamente inerte. A partir da curva
obtida é possivel observar se houve reacdo endotérmica, quando ocorre uma diminuicdo
consideravel na temperatura, ou exotérmica, quando ocorre um aumento na temperatura, essas
alteracdes sdo observadas quando comparadas a referéncia (DOCTOR & FEINBERG, 2022).
As curvas de DTA de ZnPcF16, CLN, 1:1 CLN ZnPcF16, U-PEO e 1:1 U-PEO ZnPcF16 pode
ser observado na figura 11.

Figura 11. DTA da ZnPcF16, CLN, 1:1 CLN ZnPcF16, PEO e 1:1 PEO ZnPcF16

ZnPcF16

CLN

PEO

1:1 PEO ZnPcF16

T T T T T T T T T T 1
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Temperatura/ °C

ZnPcF16, hexadecafluorftalocianina; CLN, carreador lipidico nanoestruturado; 1:1 CLN
ZnPcF16, proporcdo 1:1 de carreador lipidico nanoestruturado e hexadecafliorftalocianina;
PEO, percussor de Ureasil-Poliéter; 1:1 PEO ZnPcF16, proporcdo 1:1 de percussor de Ureasil-

Poliéter e hexadecafluorftalocianina. Fonte: Elaborado pela autora.

A ZnPcF16 ndo demonstrou nenhum evento consideravel na faixa de temperatura
utilizada, isso ocorreu por apresentar um ponto de fusdo elevado, como é descrito pela ficha de
informacdo do produto pela empresa Sigma Aldrich, sendo acima de 300 °C. O PEO é um
material amorfo e por essa razdo ndo apresenta temperatura de fusdo definida, sendo assim, na
faixa de temperatura analisada ndo foi possivel observar eventos relevantes nos materiais
contendo PEO.
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A temperatura de pico (Tpico) e a variagdo de entalpia (AH) das amostras presentes na
figura 11 sdo mostradas na tabela 3.

Tabela 3. Temperatura de pico e variacdo de entalpia do CLN, 1:1 CLN ZnPcF16 e 1:1 U-
PEO ZnPcF16.

Amostras Tpico (°C) AH(J/g)
CLN 64,10 - 318,62
105,88 - 26,95
1:1 CLN ZnPcF16 81,97 -28,84
109,64 - 64,98
PEO 112,21 -5,57
1:1 PEO ZnPcF16 112,38 -6,63

Temperatura de pico (Tpico); variacdo de entalpia (AH); CLN, carreador lipidico
nanoestruturado; 1:1 CLN ZnPcF16, proporcdo 1:1 de carreador lipidico nanoestruturado e
hexadecafltorftalocianina; PEO, percussor hibrido de Ureasil-Poliéter; 1:1 PEO ZnPcF16,
proporcéo 1:1 de percussor de Ureasil-Poliéter e hexadecaflorftalocianina. Fonte: Elaborado

pela autora.

O primeiro evento do CLN e 1:1 CLN ZnPcF16, dos Tpico 64,10 °C (AH -318,62 J/g)
e 81,97°C (AH -28,84 J/g), respectivamente, estdo relacionados a temperatura de fusdo de POE
40. Enquanto que o evento demonstrado pelo CLN e 1:1 CLN ZnPcF16 em Tpico 105,88°C
(AH -26,95 J/g) e 109,64°C (AH -64,98 J/g), respectivamente se relaciona a evaporacao de dgua
que pertence a grande parte da composi¢do do CLN (SATO, 2020).

O PEO e PEO ZnPcF16 (1:1) apresentaram Tpico de 112,21°C (AH -5,57 J/g) e
112,38°C (AH -6,63 J/g), respectivamente. Esse evento pode estar relacionado a evaporacao de
solventes presentes no PEO, é um fenémeno comum em materiais hibridos do tipo PEO pelo
alto caréater hidrofilico, com isso, ha uma retencdo desses solventes nas redes tridimensionais
da amostra (MENDES, 2012).

5.3.3 Termogravimetria (TG)

A anélise termogravimetrica é uma técnica de anélise térmica que mede a mudanca da

massa em funcdo da temperatura, podendo ser causada por eventos como a decomposicao,



42

oxidagdo e perda de compostos volateis presente nas substancias analisadas. Esses eventos sdo
medidos em condicdes de temperatura e atmosfera especificas, fazendo com que seja possivel
observar a estabilidade das substancias (GERASSIMIDOU et al, 2020). Para analisar a
estabilidade das substancias presentes nos materiais hibridos e dos materiais hibridos o TG foi

realizado. Os pardmetros termogravimétricos das amostras podem ser observados na tabela 4.
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Tabela 4. Pardmetros termogravimétricos dos materiais hibridos, do CLN e seus
constituintes, ZnPcF16 e CLN-ZnPcF16

Amostra Temperatura (°C) Perda de massa (%0)
TGACC 188,75 — 378,07 92,30
POE 40 279,47 — 506,50 93,84
PF 127 177,93 — 442,29 98,36
OR 289,60 — 452,72 92,04
CLN 37,51 — 143,46 81,19
184,35 — 278,43 3,87
322,84 — 403,73 4,27
ZnPcF16 177,08 — 313,79 1,97
467,59 — 616,13 23,68
632,78 — 899,19 38,31
CLN-ZnPcF16 40,74 - 163,88 84,83
287,90 — 211,38 3,28
322,64 — 427,75 5,90
U-PEO 57,49 — 161,37 4,76
268,33 — 431,39 56,46
446,73 — 545,79 9,24
U-PEO + CLN 75,01 — 135,96 3,12
232,44 — 449,09 67,26
456,10 — 545,57 38,31
U-PEO + ZnPcF16 75,82 — 168,88 3,12
273,80 - 510, 84 67,26
U-PEO + CLN-ZnPcF16 80,17 — 154,15 3,24
276,28 — 460,58 68,11
468,90 — 540,25 5,12

TGACC, triglicérides do acido caprico/caprilico; POE 40, estearato de polioxietileno 40; PF

127, Pluronic™ F-127; OR, dleo de ricino hidrogenado e etoxilado 40; CLN, carreador lipidico
hexadecaflUorftalocianina; CLN-ZnPcF16,

hexadecafldorftalocianina incorporado em carreador lipidico nanoestruturado; U-PEO, material

nanoestruturado;

hibrido de Ureasil-Poliéter; U-PEO+CLN, Ureasil-Poliéter contendo carreador lipidico

nanoestruturado; U-PEOZnPcF16, Ureasil-Poliéter contendo hexadecaflUorftalocianina; U-
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PEO+CLNZnPcF16, Ureasil-Poliéter contendo hexadecafltorftalocianina incorporada em
carreador lipidico nanoestruturado. Fonte: Elaborado pela autora.

Assim, os eventos analisados na tabela 4 podem ser observados na figura 12.

Figura 12. Pardmetros termogravimétricos das amostras
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TGACC, triglicérides do acido caprico/caprilico; POE 40, estearato de polioxietileno 40; PF
127, Pluronic™ F-127; OR, dleo de ricino hidrogenado e etoxilado 40; CLN, carreador lipidico
nanoestruturado; ZnPcF16, hexadecaflUorftalocianina; CLN-ZnPcF16,
hexadecafltorftalocianina incorporado em carreador lipidico nanoestruturado; U-PEO, material
hibrido de Ureasil-Poliéter; U-PEO+CLN, Ureasil-Poliéter contendo carreador lipidico
nanoestruturado; U-PEOZnPcF16, Ureasil-Poliéter contendo hexadecafltorftalocianina; U-
PEO+CLNZnPcF16, Ureasil-Poliéter contendo hexadecafllorftalocianina incorporada em
carreador lipidico nanoestruturado. Fonte: Elaborado pela autora.

Os eventos que ocorrem em uma temperatura de inicio proximo ou inferior a 100°C
podem ser caracterizadas pela desidratacdo da amostra ou perda de compostos volateis

presentes, como em CLN e CLN-ZnPcF16. No entanto, vé-se que o CLN e CLN-ZnPcF16
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obtiveram uma melhora na estabilidade térmica quando dispersos em U-PEO, o que se deve a
estabilidade térmica do material hibrido, as diferencas apresentadas também podem estar
relacionadas aos carreadores estarem em proporcdo menor quando dispersos nos materiais
hibridos.

Além disso, percebe-se que os perfis térmicos do CLN e CLN-ZnPcF16 também podem
ser observados nos materiais hibridos nos quais foram dispersos. Os resultados do CLN,

ZnPcF16 e U-PEO corroboram com aqueles apresentados pelo DTA.
5.4 Avaliacdo in vitro da atividade antifangica

Os diametros de halos de inibicdo dos grupos com e sem luz contra C. albicans, podem

ser observados na figura 13.

Figura 13. Didmetro de halos de inibic¢éo contra C. albicans com grupos sem e com luz
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Os valores estdo expressos em média e desvio padrdo (n=3). Nis, nistatina; AM, azul de
metileno; CLN, carreador lipidico nanoestruturado; ZnPcF16, hexadecaflUorftalocianina;
CLN-ZnPcF16, hexadecafluorftalocianina incorporado em carreador lipidico nanoestruturado;
U-PEO, material hibrido de Ureasil-Poliéter; U-PEO+CLN, Ureasil-Poliéter contendo
carreador  lipidico  nanoestruturado;  U-PEOZnPcF16, Ureasil-Poliéter  contendo

hexadecafltorftalocianina; U-PEO+CLNZnPcF16, Ureasil-Poliéter contendo
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hexadecaflorftalocianina incorporada em carreador lipidico nanoestruturado. Fonte:

Elaborado pela autora.
Os grupos referentes a figura 13, sem a aPDT podem ser vistos na figura 14.

Figura 14. Controle negativo e halos de inibi¢do dos grupos sem aPDT

Controle negativo (a); Nis, nistatina (b); CLN, carreador lipidico nanoestruturado (c); ZnPcF16,
hexadecafldorftalocianina  (c); AM, azul de metileno (d); CLN-ZnPcF16,
hexadecafldorftalocianina incorporado em carreador lipidico nanoestruturado (e); U-PEO,
material hibrido de Ureasil-Poliéter (e); U-PEO+CLN, Ureasil-Poliéter contendo carreador
lipidico  nanoestruturado  (f); U-PEO+CLNZnPcF16, Ureasil-Poliéter  contendo
hexadecafldorftalocianina incorporada em carreador lipidico nanoestruturado (f); U-
PEOZnPcF16, Ureasil-Poliéter contendo hexadecafltorftalocianina (g). Fonte: Elaborado pela

autora.

O controle negativo figura 14(a) demonstrou col6nias de C. albicans, com tonalidade
branco-amarelada, cremosa e Umida, em nenhuma das placas foi apresentado qualquer tipo de
contaminacdo. A Nistatina figura 14(b) apresentou uma média de diametro de halo de inibicao
de 27 mm, tanto no grupo com luz quanto no sem luz, um valor aproximado foi encontrado em
outros estudos na literatura, como em GHODS, 2021, onde o fA&rmaco demonstrou um halo

médio de 28,2 mm.
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O CLN figura 14(c) apresentou um halo de inibicdo de 8 mm, o que néo foi alterado
quando no grupo com luz, o efeito antifungico apresentado pelo carreador pode ser justificado
pela presenca de PF127, que € um polimero anfifilico. O surfactante ja apresentou em outros
estudos na literatura capacidade antifingica, que esta relacionada a sua capacidade de alterar a
permeabilidade celular na C. albicans, reduzindo a formacéo de hifas que € um dos principais
fatores de viruléncia do fungo, além de reduzir a adeséao e aglomerados de células, reduzindo a
formacéo de biofilme. (FENG et al, 2018; SANTOS et al, 2022). A ZnPcF16 figura 14(c) e 0
AM figura 14(d) dependem da aPDT para que haja acdo antifingica, por essa razdo
apresentaram um valor de inibigé&o de halo reduzido nos grupos sem luz. A acéo do PF 127 no
CLN, também pode ser a responsavel pelo halo de inibicdo de 3 mm do CLN-ZnPcF16 figura
13(e), ja que a ZnPcF16, ndo demonstrou acdo sem a aPDT, porém esse valor de halo de
inibicdo ndo € relevante.

O U-PEO figura 14(e) apresentou um halo de inibi¢cdo de 9 mm, que pode ser justificado
pelo carater anfifilico, que é observado também no PF 127 presente no CLN. Essa propriedade
ocorre pela presenca dos constituintes poli(dxido de etileno) que tem carater hidrofilico e o
poli(6xido de propileno) que possui um carater mais hidrofébico. Essa combinacdo é bastante
favoravel para sistemas de liberacdo de drogas e nesse caso pode ter sido responsavel pela agdo
de inibicdo de crescimento do material hibrido (OSHIRO JUNIOR et al, 2016).

Em U-PEO+CLN, figura 14(f), foi obtido um halo de inibi¢cdo de 10 mm, que pode ser
relacionada a acdo do U-PEO a presenca do CLN ou do U-PEO, ou até mesmo uma acao de
sinergismo entra os dois compostos. O U-PEO+ZnPcF16, figura 14(g), ndo apresentou um halo
de inibicdo consideravel. Por essa razdo o halo de 10 mm encontrado em U-PEO+CLN-
ZnPcF16, figura 14(f) se relaciona a atividade do CLN.

Os grupos referentes ao grafico 1, com a aPDT podem ser observados na figura 15.
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Figura 15. Halos de inibigé&o dos grupos com aPDT

AM, azul de metileno (a); U-PEO-ZnPcF16, Ureasil-Poliéter  contendo
hexadecafldorftalocianina (a); ZnPcF16, hexadecafluorftalocianina (b); CLN-ZnPcF16,
hexadecafltorftalocianina incorporado em carreador lipidico nanoestruturado (c); U-
PEO+CLN, Ureasil-Poliéter contendo carreador lipidico nanoestruturado (d); U-
PEO+CLNZnPcF16, Ureasil-Poliéter contendo hexadecafliorftalocianina incorporada em

carreador lipidico nanoestruturado (d). Fonte: Elaborada pela autora.

O AM, figura 15(a), obteve um halo de inibicdo de 10 mm, o AM € um corante que
produz EROs apds aPTD, demonstrando em diversos estudos capacidade de reduzir as UFC de
C. albicans, chegando a reduzir 62,18% UFC/mL, em Pupo, 2011. Este valor de inibig¢do de
halo também foi encontrado nos CLN-ZnPcF16, figura 15(c), e nos materiais hibridos sem
aPDT U-PEO e U-PEO+CLN-ZnPcF16, o que demonstra um potencial destes compostos.

U-PEO+ZnPcF16, figura 15(a), manifestou um halo de inibigdo 7 mm, esse aumento
em relacdo ao grupo sem aPDT se deve as propriedades da ZnPcF16, que possui em sua
estrutura o ion metalico Zn, localizado no centro de sua estrutura, com isso ele consegue
influenciar suas propriedades foto. Essa molécula ainda possui um carater anfifilico que é
afetado pela quantidade e a forma de distribuicéo das cargas cationicas formando um complexo
de elevado potencial em desenvolver EROs quando exposta a luz (SANTOS et al, 2022).

ZnPcF16, figura 15(b) ndo obteve um halo de inibicdo, isso se deve pela baixa

solubilidade da ZnPcF16, que possui tendéncia de empilhamento formando estruturas de dificil
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solubilizacdo, o que pode ter afetado nas propriedades fotoquimicas e fotofisicas que sdo
responsaveis pela formacdo de EROs (SANTOS, 2020).

Por essa razdo houve um aumento de halo tanto nos materiais que possuiam a ZnPcF16,
como também o U-PEO+CLN-ZnPcF16, figura 15(d), que obteve um halo de inibi¢cdo 15 mm
e sem a aPDT possuiu um halo de 10 mm, esse aumento de halo dos materiais hibridos U-
PEO+ZnPcF16 e U-PEO+CLN-ZnPcF16 se deve a baixa solubilidade da ZnPcF16 que €
melhorada com a incorporacdo no CLN. Além disso, ocorre um aumento de halo também
qguando se compara os isolados U-PEO+ZnPcF16 e U-PEO+CLN-ZnPcF16 para o U-
PEO+CLN-ZnPcF16, que pode ser justificado por um sinergismo entre CLN e ZnPcF16.

Visando uma melhor solubilidade dos materiais hibridos no &gar foi realizado um teste
com a adicdo de 100 pl de PBS ap0s a adi¢do dos materiais. O resultado pode ser observado no

figura 16.

Figura 16. Diametros de halos de inibigcdo contra C. albicans de grupos sem e com luz com a
adicdo e 100 pl de PBS
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Os valores estdo expressos em média e desvio padrdo (n=3). U-PEO, Ureasil-Poliéter; U-
PEO+CLN, Ureasil-Poliéter contendo carreador lipidico  nanoestruturado; U-
PEO+CLNZnPcF16, Ureasil-Poliéter contendo hexadecafllorftalocianina incorporada em
carreador lipidico  nanoestruturado;  U-PEOZnPcF16, Ureasil-Poliéter  contendo

hexadecafldorftalocianina. Fonte: Elaborado pela autora.
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Os grupos referentes ao gréafico 2, com e sem a aPDT podem ser observados na figura
17.

Figura 17. Didmetro de halo de inibicdo dos grupos, com 100 ul, com e sem aPDT

U-PEO+CLN, Ureasil-Poliéter contendo carreador lipidico nanoestruturado (a e e); U-
PEOZnPcF16, Ureasil-Poliéter contendo hexadecafllorftalocianina (b e f); U-
PEO+CLNZnPcF16, Ureasil-Poliéter contendo hexadecafltorftalocianina incorporada em
carreador lipidico nanoestruturado (c e g); U-PEO, Ureasil-Poliéter (d). Fonte: Elaborado pela

autora.

Os resultados encontrados foram semelhantes aos encontrados nos grupos sem 100 pl
de PBS, ndo havendo interferéncia da adi¢cdo do PBS na acéo dos grupos testados.

Dessa forma, apesar da nistatina apresentar vantagens como baixo valor comercial,
aplicacdo pratica e também ter apresentado o maior halo de inibicdo de crescimento neste
estudo, possui um grande problema que sdo os casos de algumas cepas de Candidas que vem
apresentando resisténcia a este farmaco (GHODS et al, 2021). Com isso, 0 halo de inibicdo
apresentado por U-PEO+CLN-ZnPcF16 de 15 mm naaPDT, é um valor considerado promissor,
considerando os halos >8 mm ativos contra leveduras (DA SILVA ALVES et al, 2016). Além
disso, 0 U-PEO+CLN-ZnPcF16 por sua capacidade de gerar EROS impede a resisténcia de C.

albicans.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

1. Foi possivel produzir materiais hibridos contendo os carreadores lipidicos
nanoestruturados, apresentando uniformidade macroscépica e incorporacao efetiva de
ZnPcF16;

2. A anédlise da compatibilidade entre os compostos por meio de avaliagdo dos grupos
funcionais presentes por FTIR demonstrou que ndo houve formacdes de novas bandas
e nem supressdo entre as existentes, além disso, 0 comportamento térmico por TG e
DTA comprovou gque 0s compostos sao compativeis na faixa de temperatura analisada.
Com isso, foi provado que ndo houve interferéncia entre os componentes presentes nos
materiais hibridos;

3. A avaliacdo do efeito da inativacdo fotodindmica antimicrobiana comprovou a
efetividade dos materiais hibridos, obtendo resultados promissores contra Candida
albicans, por meio de medicao de halos;

Perspectivas futuras:
» Realizar estudos de liberacdo e avaliacdo da atividade in vivo, contra C. albicans, utilizando os

materiais hibridos obtidos.
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