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RESUMO
Candidiase ¢ uma infec¢do oportunista causada principalmente pelo fungo da Candida albicans,
seu tratamento envolve o uso de antifingicos que enfrentam resisténcia microbiana, toxicidade
e alto custo de alguns farmacos. Tendo em vista que a terapia fotodindmica antimicrobiana
(aPDT) ¢ uma opgao alternativa de tratamento que gera espécies reativas de oxigénio (EROs)
para lesar microorganismos, torna-se uma opg¢ao viavel para o tratamento da candidiase. A
aPDT necessita de fotossensibilizadores, desse modo, a bixina (BIX), um carotenoide que
possui absortividade de luz no intervalo de 300-500 nm, pode ser empregada como
fotossensibilizador (FS) na aPDT. Em contrapartida, a BIX nao ¢ soltvel em meio fisiologico,
sendo necessario incorpord-la em carreadores lipidios nanoestruturados (CLN). Assim,
objetivou-se desenvolver um CLN por baixa energia contendo BIX (CLN-BIX) para uso na
aPDT contra C. albicans. Os carreadores foram preparados por inversdo de fases por
temperatura, caracterizados pelas técnicas de eficiéncia de encapsulagdo (EE%) por
espectofotometria UV-vis (A=364 nm), espalhamento de Iluz dindmico (DLS),
termogravimetria(TG) e atividade antifingica por concentragdo inibitéria minima (CIM) e
contagem de colonia (CC). O CLN-BIX apresentou-se como mistura homogénea de cor
amarela. A EE% demonstrou um resultado satisfatdrio a partir da encapsulacao de 8,15 mg de
BIX por grama de fase lipidica de CLN. O DLS do CLN-BIX resultou em didmetro
hidrodindmico médio de 239,15 nm, encontrado na faixa muito proxima da ideal de
nanoparticulas para entrega de farmacos, obtive indice de polidispersao (IPD) de 1,64 e
potencial zeta (PZ) de -12,70 mV, sugerindo estabilidade estérica entre particulas por estarem
proximos a £ 30 mV. Na TG, a BIX demonstrou boa estabilidade térmica e o CLN-BIX
apresentou perda de 90,45% de massa proximo a 100°C, em razdo de sua grande composi¢ao
de 4gua. Em relagdo a CIM, a BIX, sem luz e com luz, apresentou CIM de 125 e 62,53 pg/mL,
respectivamente, enquanto o CLN-BIX sem luz e com luz apresentaram CIM de 250 e 125
png/mL, respectivamente. CIM com valores de 50 a 500 pg/mL indicam excelente atividade
antimicrobiana. Na CC, o grupo sem luz apresentou reducao de 1 log (90%) para a BIX, mas
ndo houve reducao para CLN-BIX. Na presenca de luz houve redugdo de 2 logs (99%) e 1 log
(90%), respectivamente, mostrando uma reducdo estatistica significativa. Conclui-se que foi
possivel produzir o CLN-BIX com tamanho e propriedades fisico-quimicas satisfatorias. Foi
demonstrada excelente atividade antifingica por CIM, mesmo a BIX tendo melhor atividade
que o CLN-BIX sua incorporagdo ¢ imprescindivel para a solubilidade da BIX em meio

fisiologico.

Palavras-chaves: candidiase; fotossensibilizador; resisténcia microbiana.



ABSTRACT

Candidiasis is an opportunistic infection caused mainly by the fungus Candida albicans. Its
treatment involves the use of antifungals that face microbial resistance, toxicity and the high
cost of some drugs. Considering that antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) is an
alternative treatment option that generates reactive oxygen species (ROS) to damage
microorganisms, it becomes a viable option for the treatment of candidiasis. aPDT requires
photosensitizers, thus, bixin (BIX), a carotenoid with light absorptivity in the range of 300-500
nm, can be used as a photosensitizer in aPDT. On the other hand, BIX is not soluble in
physiological media, being necessary to incorporate it into nanostructured lipid carriers (NCL).
Thus, the aim of this study was to develop a low-energy NLC containing BIX (NLC-BIX) for
use in aPDT against C. albicans. The carriers were prepared by temperature-induced phase
inversion and characterized by encapsulation efficiency (EE%) using UV-vis
spectrophotometry (A = 364 nm), dynamic light scattering (DLS), thermogravimetry (TG), and
antifungal activity by minimum inhibitory concentration (MIC) and colony count (CC).
NLCBIX appeared as a homogeneous yellow mixture. The EE% demonstrated a satisfactory
result from the encapsulation of 8.15 mg of BIX per gram of NLC lipid phase. The DLS of
CLN-BIX resulted in an average hydrodynamic diameter of 239.15 nm, found in the range very
close to the ideal of nanoparticles for drug delivery, obtaining a polydispersity index (IPD) of
1.64 and zeta potential (PZ) of -12.70 mV, suggesting steric stability between particles as they
are close to + 30 mV. In the TG, BIX demonstrated good thermal stability and CLN-BIX
presented a loss of 90.45% of mass close to 100°C, due to its large water composition.
Regarding the MIC, BIX, without light and with light, presented MIC of 125 and 62.53 pg/mL,
respectively, while CLN-BIX without light and with light presented MIC of 250 and 125 pg/mL,
respectively. MIC values of 50 to 500 pg/mL indicate excellent antimicrobial activity. In CC,
the group without light showed a reduction of 1 log (90%) for BIX, but there was no reduction
for CLN-BIX. In the presence of light, there was a reduction of 2 logs (99%) and 1 log (90%),
respectively, showing a statistically significant reduction. It was concluded that it was possible
to produce CLN-BIX with satisfactory size and physicochemical properties. Excellent
antifungal activity was demonstrated by MIC, even though BIX has better activity than
CLNBIX; its incorporation is essential for the solubility of BIX in physiological medium.

Keywords: candidiasis; photosensitizer; microbial resistance.
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1 INTRODUCAO

Candida ¢ o género de uma das principais leveduras que vivem em comensalismo na
microbiota humana. Esse género possui entre 150 e 200 espécies, sendo a Candida albicans a
mais comum na infec¢do de humanos. Em individuos imunocomprometidos, esses fungos sao
capazes de causar infec¢des cronicas e disseminadas chamada de candidiase, que pode afetar
varias partes do corpo, como a vagina, chamada de candidiase vaginal, a boca e gargante,
chamada de oral, as areas imidas e dobras da pele, chamada de cutinea e varias outras regides
do corpo (trato gastrointestinal, garganta, pulmoes, esdéfago e etc.) (FROTA, 2018; ANDRADE
NETO, 2019; NINS, 2023).

O tratamento da candidiase envolve o uso de azdlicos, equinocandinas e poliénicos.
No contexto do tratamento brasileiro utilizado no Sistema Unico de Saude (SUS), a Relagio
Nacional de Medicamentos Essenciais oferta o Fluconazol, o Itraconazol e a Anfotericina B
(ANDRADE NETO, 2019). Diante do contexto atual de aumento de espécies com resisténcia
intrinseca a compostos azolicos, formagao de biofilmes, toxicidade (como a anfotericina B) e
uso indiscriminado desses farmacos, existe a necessidade de terapias alternativas contra a
Candida. (ANDRADE NETO, 2019; TAKATA, 2019).

A terapia fotodindmica (TFD) se mostra atualmente como uma terapia alternativa de
grande eficiéncia. Essa técnica consiste em expor tecidos ou células alvo a agentes
fotossensibilizadores com irradiagdo luminosa. Isso promove a excitagdo dessas moléculas
fotossensiveis que reagem gerando espécies reativas de oxigénio (EROs) que sdo citotoxicas
e geram lesdes no microrganismo ou tecido alvo (RAMIREZ et al., 2023). Atualmente a TFD
esta incorporada no SUS como uma alternativa de tratamento para os pacientes com o cancer
de pele do tipo basocelular supercial e nodular, que € o tipo de cancer mais frequente no Brasil
(GOV, 2024).

A bixina (BIX) ¢ um apocarotendide predominantemente encontrado nas cascas das
sementes de Bixa orellana L., popularmente conhecido como urucum. Os carotenoides sao
pigmentos naturais conhecidos pela agdo antioxidante, promovida pela inser¢cdo de um
oxigénio nas posi¢des das duplas ligagdes. Além de possuirem agdo quelante através da
capacidade de dissipar energia do oxigénio reativo na forma de calor, o levando ao seu estado

fundamental (CRUZ, 2021; LOPES, 2019; TAKATA, 2019).

Tendo em vista a baixa solubilidade da BIX em meio fisiologico a incorporagdo em

sistemas de entrega se torna interessante. Visto que as nanoparticulas lipidicas (NPLs) sao
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sistemas de carreamento de insumo farmacéutico lipofilicos com vantagens de possuir
liberagdo controlada, serem biocompativeis e biodegradaveis, além de fornecerem protecao
para compostos labeis incorporados contra a degradagdo quimica, os tornam sistemas menos

toxicos (LEITE, 2019; SANTOS, 2020).

As NPLs sao divididas em nanoparticulas lipidicas solidas (NPLSs) e em carreadores
lipidicos nanoestruturados (CLNs), que sdo um sistema de segunda geragao, visto que foram
desenvolvidos posteriormente. Os CLNs possuem a partir de um lipidio liquido em sua
composi¢do, 0 que o torna menos organizado. Além dessa qualidade, também ocorre
favorecimento da encapsulacao de compostos, maior tempo de retengdo de fArmacos, aumento
da estabilidade e liberagao controlada (SANTOS, 2020).

Em relagdo as NPLSs, sdo formadas a partir de lipidios que sdo solidos a temperatura
ambiente e corporal, sendo estabilizadas por tensoativos. Esses lipidios possuem ponto de
fusdo acima de 40 °C e formam um ntcleo so6lido revestido por moléculas de tensoativos que
promovem uma estrutura cristalina altamente organizada, devido a isso o espago para
incorporacdo dos principios ativos fica limitado (SANTOS, 2020).

Os métodos de preparo de CLN podem ser por alta energia e por baixa energia. A
desvantagem do primeiro se baseia na possivel degradacdo do medicamento em razao da alta
pressdo e temperatura, o custo elevado do equipamento de homogeneizagao de alta pressao
também ¢ uma inconveniéncia. A técnica de inversdo de fases por temperatura ¢ um método
de baixo consumo energético que nao usa solventes e pode se adequar para uso industrial
(SANTOS, 2023).

O CLN produzido pelo método de baixa energia ¢ um sistema capaz de carrear a bixina
com a finalidade de uso na TFD contra C. albicans como uma alternativa aos problemas dos

tratamentos tradicionais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Candidiase

A C. albicans ¢ uma levedura que vive em comensalismo com os humanos imuno
competentes. Esse fungo faz parte da microbiota das mucosas, como vaginal, trato
gastrointestinal, sistema urogenital, pele, e mucosa do trato respiratorio. Esse microrganismo
ocupa a 4° posicao de causas de infec¢des hospitalares do Brasil (FROTA, 2018), gerando
despesas hospitalares e sendo responsavel por altas taxas de morbidade e mortalidade,
principalmente em individuos imunocomprometidos e criticos. Quando ocorre algum
desequilibrio hormonal, citopatolégico e/ou imune a candidiase ¢ manifestada, mais
comumente no esofago, boca e vagina, podendo se manifestar de forma superficial ou
sistémica (FROTA, 2018; NINS, 2023).

O género Candida apresenta cerca de 150 a 200 espécies, porém a C. albicans ¢ a mais
comum na infec¢ao humana. Ela é uma levedura formada por uma célula ovalada ou esférica
com variagao de tamanho entre 2 a 10 micrémetros, sdo eucaridticas e podem se reproduzir
assexuadamente, por conidios, e sexuadamente. De acordo com o local onde vivem podem se
adaptar a auséncia ou presenca de oxigénio. Filamento e brotamento sdo formas que podem
ser apresentados, assim como a formacao de estruturas filamentosa, as hifas (longas, tubulares

e ramificaveis) e pseudo-hifas (estrutura semelhante as hifas unidas como cadeias celulares),

que dificultam a fagocitose do hospedeiro (NINS, 2023).

Além do dimorfismo, também tem a capacidade de formar biofilmes, o que confere
mais viruléncia ao fungo e resisténcia aos compostos azélicos, medicamentos frequentemente
usados na terapia convencional (FROTA, 2018). A parede celular desse microorganismo ¢
formada principalmente por uma membrana plasmatica fosfolipidica com vérios esterdis com
predominio do ergosterol, e quitina que confere rigidez e resisténcia. Sua nutricdo € por
absor¢ao de fontes de carbono do ambiente (NINS, 2023).

A sua patogenicidade se deve em grande parte a sintese de enzimas hidroliticas que
tem a capacidade de gerar danos teciduais por meio das proteinases, fosfolipases e hemolisina.
A formacao de biofilme em dispositivos médicos ou nos tecidos do hospedeiro também ¢ um
fator de viruléncia significativo, em que o arranjo da comunidade microbiana imovel se
encontra incorporado em uma matriz de substancias poliméricas extracelulares sintetizada

pelas proprias leveduras (FROTA, 2018; NETO 2019, NINS, 2023).
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A patogenicidade da C. albicans contribui para a variedade de manifestagdes clinicas,
que podem variar de individuos assintomaticos até uma infecgdo localizada de mucosas ou
uma doenga disseminada com potencial fatal (CAETANO et al., 2021). As manifestagdes
dessa doenga podem ocorrer por meio de lesdes brandas, agudas ou cronicas, supercial ou
profunda e possuir aspecto clinico amplamente variavel, afetando com muita frequéncia a
genital feminina com dores, vermelhiddo, ardéncia e prurido. Na candidiase oral as
manifestagdes clinicas sdo caracterizadas por placas brancas, lesdo vermelha e dolorida no

dorsa da lingua assim como a hiperplasia também na comissura labial. (DOS SANTOS et al.,

2023).

2.2 Epidemiologia

Os principais afetados pelas infeccgdes disseminadas ou cronicas da C. albicans com
auto indice de mortalidade ¢ morbidade sdo os pacientes criticos € imunocomprometidos,
principalmente os portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), os que estdo
passando por terapias anticanceriginas e os transplantados. A candidiase vaginal ¢ considerada
a causa mais comum de infec¢do fingica grave, como também causa frequente de infec¢des
hospitalares. A candidemia ¢ uma infec¢do fungica de muita importancia para os pacientes

hospitalares, levando ao aumento nos gastos hospitalares (FROTA, 2018; NINS, 2023).

2.3 Tratamento

Atualmente sdo usadas trés classes de antifungicos contra a candidiase, os azdlicos, as
equinocandinas e os poliénicos que totalizam 8 drogas aprovadas pelo FDA (US Food and Drug
Administration). O fluconazol ainda ¢ amplamente prescrito, porém mediante a diretriz da
Sociedade Americana de Doencas Infeciosas (IDSA) as equinocandinas sdo potencialmente a

terapia de primeira linha (ANDRADE NETO, 2019).

Em relacdo ao contexto nacional de saude publica, a ultima relagdo nacional de
medicamentos essenciais (RENAME 2022) dispde apenas de Anfotericina B, Nistatina, Nitrato
de miconazol, Cetoconazol, Fluconazol, Itraconazol e Flucitosina como medicamentos

disponiveis para o tratamento das infecgdes fungicas. A limitagao de antifiungicos na RENAME
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2022 restringe o acesso a terapias de alta eficacia, como as equinocandinas, dificultando o

manejo clinico de casos graves ou resistentes.

2.4 Terapia Fotodindmica

Na TFD ocorre a exposicao de tecidos alvos ou células a corantes fotossensibilizantes
com subsequente irradiagdo luminosa. E um processo que promove a excitagio de moléculas
fotossensiveis gerando EROs, que so citotdxicos, e desse modo, promovem a destruicao celular
e tecidual. A literatura mostra agdes terapéuticas relacionadas ao crescimento celular indesejado
ou anormal, como nas neoplasias, mas também em abordagens antimicrobianas para o controle
de infeccdes, que ¢ denominada terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT) (RAMIREZ et al.,

2023).

A aPDT ¢ vantajosa pois existe uma preocupagdo crescente em relagdo ao surgimento
de superbactérias e uso excessivo de antibidticos. Desse modo, infec¢des apresentam a
possibilidade de intervencdo pela aPDT, como um coadjuvante terapéutico promissor em
diferentes cendrios. Porém existem limitagdes para aplicagdo dessa técnica, como as
propriedades fisico-quimicas dos fotossensibilizadores (FSs), como hidrossolubilidade,
dificuldade de passagem intracelular, instabilidade em meio intracelular e, assim, a baixa
biodisponibilidade. Entdo, com a finalidade de contornar esses impasses, existe a promissora

possibilidade do encapsulamento de FSs por NPLs (RAMIREZ et al., 2023).

2.5 Fotossensibilizadores

Sao moléculas que submetidas a uma fonte luminosa sdo capazes de absorver energia e
transferir elétrons ou hidrogénio para moléculas vizinhas levando a producao de radicais livres
(radical hidroxila, anion superoxidos e peréxido de hidrogénio). O FS excitado também pode
transferir a energia para o oxigénio molecular e gerar um oxigénio singleto (uma ERO gerada
indiretamente pela transferéncia de energia dos estados tripletos do FS) (VICENTE et al., 2023).
Os dois caminhos podem gerar oxidacao de diversos compostos celulares resultando na morte

celular (DE AQUINO JUNIOR, 2023).
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As caracteristicas ideais de um FS incluem: baixa toxicidade na auséncia de luz, alta
afinidade e penetracdo no tecido doente em detrimento do tecido saudéavel, fotoestabilidade,
solubilidade em meio fisioldgico, baixa agregagdo principalmente em solugdes aquosas e
biologicas, quimicamente puro com rotas sintéticas curtas e alto rendimento, farmacocinética

favoravel com curto tempo de eliminagdo do corpo (LOPES, 2019).

2.5.1 Corantes naturais

Muito empregados na industria alimenticia e de bebidas para melhorar a aparéncia
desses produtos, eles também possuem propriedades benéficas para a saide em razao de suas
propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes. Normalmente extraidos de folhas, sementes e
frutos de plantas, formam a base de medicamentos tradicionais da medicina, foram muito
utilizados pelas civilizacdes da India e China antiga, sendo até hoje relevantes para a medicina

tradicional (LOPES, 2019).

Os corantes sao classificados em trés grupos, os compostos heterociclicos (como as
clorofilas), compostos de estruturas isoprenodides (como os carotendides, encontrados em
plantas e animais) e os compostos heterociclicos com oxigénio (como os flavonoides,
exclusivos de vegetais). Os mais utilizados sdo o carmim, a curcumina, a betaina, a clorofila e
o urucum. Essas substancias sdo extraidas por processos como precipitacdes e dissolucdes

(LOPES, 2019).

2.5.1.2 Bixina

A BIX ¢ um carotendide presente predominantemente na superficie das sementes da Bixa
orellan L. (metabdlito secundério correspondente a 80% do pigmento encontrado em suas
sementes), popularmente conhecida como urucum, uma planta nativa do Brasil. Ele ¢ muito
utilizado como condimento e corante de alimentos, e, também na industria téxtil, farmacéutica,
cosmética e de alimentos. Sua coloragao varia do amarelo ao vermelho (CRUZ 2021; TAKATA,

2019).

Os carotendides sdo pigmentos encontrados na natureza € possuem agao antioxidante

relaciona a insercdo de um oxigénio nas posicoes das duplas ligagdes. Sao reguladores do
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sistema imune por agdo quelante por meio da dissipacao da energia do oxigénio reativo em
forma de calor, o que o lave ao seu estado fundamental, caracteristica necessaria no combate de
doengas relacionadas aos radicais livres, como mutacdes genéticas, envelhecimento precoce e

doengas degenerativas (CRUZ, 2021; TAKATA, 2019).

2.5.1.3 Potencial antimicrobiano do extrato de urucum

A Bixa orellana ¢ uma espécie vegetal brasileira que possui frutos chamados
popularmente de urucum, atualmente esses frutos sdao alvos de estudos que comprovam varias
atividades antioxidantes e antibacterianas, o que o torna viavel para uso em aplicagdes médicas.
Os estudos mostram o potencial antimicrobiano do extrato de urucum tanto contra bactérias,
principalmente contra a Staphylococcus aureus, como suas muitas vantagens como FS na aPDT

odontologica (JAO et al., 2023).

2.6 Nanoparticulas lipidicas

As NPLs s3o um sistema de carreamento de insumo farmacéutico lipofilico,
desenvolvido nos anos 90. Sdo dispersdes aquosas com variacao de tamanho de 50 a 1000 nm
e possuem vantagens relacionadas a libera¢do controlada por serem biocompativeis e
biodegradaveis, o que fornece protecdo contra a degradagcdo quimica dos compostos labeis
incorporados, tornando um sistema menos toxico. Existem dois tipos de NPLs, as NPLSs e os

CLNs (NUNES, 2021; SANTOS, 2020).

2.6.1 Nanoparticulas lipidicas solidas

As NPLSs foram desenvolvidas primeiro, sendo consideradas de primeira geragao. Sao
formadas por lipidios solidos a temperatura ambiente e corporal e sdo estabilizadas por
tensoativos. Esses lipidios possuem ponto de fusdo acima de 40° C, o que forma um nucleo
solido e revestido por moléculas de tensoativos, resultando em uma estrutura cristalina

altamente organizada. Essa estrutura ¢ formada com tamanha perfei¢cao que resulta em limitacao
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de espaco para incorporar principios ativos, reduzindo sua libertagao, aumento do crescimento

de particulas e do processo de gelificagdo (NUNES, 2021; SANTOS, 2020).

Tendo em vista que as dispersdes de nanoparticulas solido-lipidico melhoram a
biodisponibilidade de diversos medicamentos de uso parenteral, oral, ocular, cutidnea e
aplicagdes cosméticas, tém sido amplamente empregadas por seus extensos beneficios tanto na
melhora da administracdo como por serem seguros e eficazes. Sao substitutas para os sistemas
coloidais convencionais, como, emulsdes, lipossomas e micro nanoparticulas poliméricas, pois
possuem estabilidade por causa de sua matriz lipidica nuclear que pode ser composta por
monoglicerideos, diglicerideos, triglicerideos, esterdides, ceras e acidos graxos. Porém com a
finalidade de contornar suas limitagdes citadas no paragrafo acima, posteriormente foram

desenvolvidos os CLNs (NUNES, 2021).

2.6.2 Carreador lipidico nanoestruturado

Os CLN possuem uma matriz lipidica composta por lipidio solidos e liquidos, que sao
os Oleos. Os lipidios mais usados sdo os triglicerideos, esterois, ceras, glicidios parciais e dcidos
graxos. A associacao de lipidios sélidos e liquidos forma uma matriz menos organizada e mais
imperfeita, que ¢ estabilizada por surfactantes e podem acomodar maior quantidade do insumo
farmacéutico ativo e proporcionar mais flexibilidade para modular a liberacdo (SANTOS,

2020).

Outras vantagens dos CLNs sdao auséncia de toxicidade, protecdao contra a degradacgao
quimica de substancias labeis, facil esterilizagdo, aumento de estabilidade de farmacos, boa
biocompatibilidade e transposi¢do para larga escala, além disso aumentam a estabilidade de
compostos sensiveis a oxidagao, hidrolise e luz. Ademais, eles sdo produzidos por componentes
biodegradaveis e biocompativeis, e, também ndo precisam de solventes organicos para sua

producdo (NUNES, 2021; SANTOS, 2020).

Em relacdo a solubilidade dos medicamentos, ela ¢ melhorada em lipidios liquidos, que
estdo presentes nos CLNs, mas ndo estdo presentes nas NPLSs, proporcionando maior
quantidade de incorporagdo. Visto que os lipidios liquidos produzem uma matriz porosa que

aumenta a eficiéncia na carga medicamentosa.
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2.7 Métodos de produciao de CLN

Para produzir CLNs existem dois tipos de métodos, os de baixa energia e os de alta
energia. Os métodos de alta energia necessitam de grande quantidade de energia, um dos mais
utilizados € a homogeneizagao por alta pressao, que € vantajoso por nao necessitar da adicao de
solventes para sua preparacio. E uma técnica consistente e eficaz para produgdo em larga escala.
E um método que forma particulas altamente estaveis, porém pode resultar na possivel
degradacao do medicamento em razdo da alta temperatura e pressdao. Outra desvantagem seria

o alto custo do equipamento (DOS SANTOS, 2023).

Em relagdo aos métodos de baixa energia, sdo evidenciados pelas técnicas de
microemulsdo, emulsdo dupla e emulsificagao por inversao de fases. Possuem vantagens de ndo
precisar de solventes, nem equipamentos de alto valor, além de ndo consumirem grande
quantidade de energia para atingir a redu¢do do tamanho das particulas, visto que podem levar
a formacdo espontidnea de particulas nanométricas, descartando assim o risco da possivel

degradagdo do medicamento pela alta pressao (DA SILVA, 2022; DOS SANTOS, 2023).

2.7.1 Inversdo de fases por temperatura

O método de inversdo de fases por temperatura ndo faz uso de energia extrema gerada
por equipamentos mecanicos, mas usa o potencial quimico dos componentes da formulagao.
Esse método usualmente usa agitacdo suave para formar as nanoemulsdes e depende das
propriedades fisico-quimicas intrinsecas dos surfactantes, co-surfactantes e dos demais

componentes da formulagao. (IACOVSKI, 2019).

Além das vantagens supracitadas, nao usa solvente organico e forma a emulsao alterando
0s parametros, como temperatura e composicao, que afetam o equilibrio hidrofilolipofilo (EHL)
da formulacdo. Nesse método, o processo de emulsificacdo produz uma transicdo de fases que

mantém a composi¢ao do sistema constante, mas altera sua temperatura.

Por essa razao nao ¢ indicado para incorporar farmacos termolabeis (IACOVSKI, 2019).

Esse tipo de produgdo depende da energia quimica liberada por uma transi¢ao de fases,
geralmente, desencadeada pela capacidade dos tensoativos ndo idnicos de modificar suas
afinidades pela agua e lipidios em razdo da temperatura. Desse modo, o 6leo, a agua e os

tensoativos ndo idnicos sdo homogeneizados na temperatura de inversdo de fases, formando
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assim, uma emulsdo estdvel. Em sequéncia, esse nanosistema necessita de um réapido
resfriamento, para formar goticulas e recristalizar o lipidio sélido. Sendo esse um método que

pode ser adequado para a expansao industrial (DOS SANTOS, 2023).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver carreadores lipidicos nanoestruturados
pelo método de baixa energia como sistema carreador da bixina para uso na terapia fotodinamica

contra Candida albicans.

3.2 Objetivos especificos

a) Preparar e caracterizar carreadores lipidicos nanoestruturados contendo bixina por
baixa energia pelo método de inversdo de fases por temperatura; b) Verificar a eficiéncia

de encapsulagio da bixina;

¢) Realizar anélise térmica pela técnica termogravimétrica;

d) Avaliar poténcial zeta, indice de polidispersao e tamanhos por meio do espelhamento
de luz dinamico;

e) Avaliar atividade antifingica do carreador pelo método de concentragdo inibitoria

minima e contagem de colonias.
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4 MATERIAIS E METODOS

As metodologias foram desenvolvidas entre abril e novembro de 2024 nos Laboratério
de Desenvolvimento de Medicamentos (LABDEM 1) e Laboratério de Ensaios Microbiologicos

(LABDEM II) na Universidade Estadual da Paraiba.

4.1 Materiais

4.1.1 Matérias Prima

Agua destilada;

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

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

Triglicérides do acido caprico/caprilico (Lote: 1M0917J — Via Farma, Sao Paulo, SP,
Brasil);

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

Bixina

Acetato de etila (Lote: 20533 — Cinética, Itapevi, Sdo Paulo, Brasil);

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

Dimetilsulféxido (Lote: 111696 — Dinamica, Indaiatuba, Sao Paulo, Brasil);

Caldo Sabouraud Dextrose (Lote: 091217505 — Kasvi, Sao José dos Pinhais, Parand);
Agar Sabouraud Dextrose (Lote: MC180497 — Kasvi, Sao José dos Pinhais, Parana); «
Cepa de C. albicans 10231

4.1.2 Equipamentos

« Destilador de agua Pilsen SPSL — SPLABOR (Numero de série: 03616/116 — Vila
Formosa, Prudente, Brasil);
- Balanga semi-analitica AW220 — Shimadzu (Numero de série: B129171113 — Quioto,

Honshu, Japao);
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Agitador magnético com aquecimento D0320-230V — Labnet (Numero de série:
ALB20210910- 07/10 — Coreia)

Centrifuga DT - 4500 -110 V — Daiko (Numero de série: N/S20181806 —)

Espectrofotometro — Shimadzu (Numero de série: A109547 — Quioto, Japao);
« Banho ultrassonico LS-8DA-2/X — Embrasol (Numero de série: LU0001526 —

Itanhaém, Sao Paulo, Brasil);
Estufa 502/3A — Fanem (Numero de série: NAF - 64590 — Guarulhos, Sao Paulo,
Brasil);

« Cabine de Fluxo Laminar FUV 12 — Veco (Numero de série: PL.16642 — Campinas, Sao
Paulo, Brasil);
Litesizer DLS 500, Antoon Paar, Sdo Paulo, Brasil.
Termobalanga ShimazduTM — TGA-50 (Numero de série: C305651 — Barueri, SP,
Brasil);

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacado dos carreadores lipidicos nanoestruturados

A técnica utilizada para a formulagdo foi inversdo de fases por temperatura através do
método de baixa energia, foi utilizado 91,6% de 4gua destilada e 3,5% de Pluronic® F127 para
compor a fase aquosa e 0,9% de 6leo de ricino, 2% de triglicérides do acido caprico/caprilico e

2% de estearato de polioxietileno 40 para compor a fase oleosa.

As fases foram pesadas em dois béqueres separados e em sequéncia foram levadas aos
agitadores magnéticos com aquecimento por 10 minutos em uma faixa de temperatura entre 60°
e 70° C, com agitacao em 1500 rpm. Em sequéncia, apds esse processo a fase aquosa foi vertida
na fase lipidica também sob agitagdo maxima por mais 30 minutos. Por fim, o becker com a

pré-emulsdo passou por um banho de gelo com agitagdo manual por 5 minutos.

Para producao do CLN-BIX a BIX foi incorporada na fase lipidica na concentragao de
1% em relagcdo a essa mesma fase. Em sequéncia os passos dos processos foram seguidos

normalmente como citado acima.
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4.2.3 Caracterizagdo fisico-quimica

4.2.3.1 Eficiéncia de encapsulagdo

O método utilizado para obtencao dos resultados foi por espectrofotometria UV-vis.
Desse modo, o CLN-BIX foi centrifugado a 3000 rpm por 30 minutos. ApOs esse processo o
sobrenadante foi analisado no espectrofotdmetro UV-vis no comprimento de onda de 364 nm.

Para encontrar o valor foi utilizada a equagao 1:
%EE = (M1/MT) x 100

Em que:

EE: eficiéncia de encapsulagao

M1: absorbancia da BIX encapsulado no CLN

MT: absorbancia teodrica da BIX usada no CLN

4.2.3.2 Diametro hidrodinamico médio (DMN), indice de polidispersdo (IPD) e potencial zeta
(PZ)

A determinacdo do diametro hidrodinamico médio (d.nm) e do indice de polidispersao

(IPD) do CLN-BIX foi realizada por espalhamento dinamico de luz (DLS). O potencial zeta ({)
(PZ) das nanoparticulas foi avaliado por espalhamento eletroforético de luz (ELS) utilizando o
mesmo equipamento, Litesizer DLS 500, Antoon Paar, Sdo Paulo, Brasil. As medi¢gdes foram
efetuadas em réplicas, a uma temperatura de 25 °C. As amostras foram diluidas em agua
ultrapurificada (1:100), mantidas em frascos selados, vertidas para uma cubeta e colocadas na

célula electroforética com um angulo de dispersao de 90°.

4.2.3.3 Termogravimetria (TG)

A técnica de andlise térmica de TG foi utilizada com a finalidade de analisar a
estabilidade térmica do sistema por meio da termobalanca ShimadzuTM (TGA-50). Foram
utilizados cadinhos de platina para analisar 10 mg da amostra que foram aquecidas em um

intervalo de 40 a 900 °C com taxa de 10 °C/min sob fluxo de nitrogénio de 100 mL/min. Para
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padronizar a calibracdo do equipamento utilizou-se o oxalato de céalcio monoidratado, para a

calibra¢dao da massa.

4.2.4 Tratamento da cepa

Para a andlise da avaliacdo in vitro foi utilizada a linhagem de referéncia de C.
albicans (ATCC 10231) obtida da American Type Culture Collection (ATCC). O meio de
cultura utilizado foi o caldo de levedura com base de nitrogénio suplementado com D - (+) -
glicose 100 mM que manteve a C. albicans. Para o subcultivo da levedura foram utilizadas
placas de dgar Sabouraud Dextrose incubadas a 37°C por 48h.

O in6culo do microorganismo foi preparado a partir da Escala de McFarland em que a
suspensao € padronizada em 530 nm por meio do uso de um espectrofotometro com a finalidade

de se obter uma concentragao equivalente a 5 x 106 UFC/mL.

4.2.5 Tratamento contra culturas planctonicas

O tratamento das culturas planctonicas foi realizado pela determinagio da concentragao
inibitéria minima (CIM) por meio do método de microdilui¢do em caldo (conforme a norma
M27-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)) e pela técnica de contagem de

colonias.

O ensaio foi realizado em uma microplaca de 96 pocos de fundo chato com adigdo de
100 pL de caldo Sabouraud-Dextrose, 5 pLL de suspensao de C. albicans, 100 puL de solugdo de
BIX, CLN, CLN-BIX ou controle positivo, composto por fluconazol, azul de metileno,
dimetilsulfoxido 20% (DMSO), ou controle negativo composto por solugdo salina tamponada
com fosfato (PBS), aplicacdo de luz no caldo com o indculo, caldo e inoculo, e, por fim, o

controle do caldo, composto apenas pelo caldo.

Dando prosseguimento, foram realizadas triplicatas e dilui¢des seriadas de 250-
1,953124 png/mL para as solugdes de BIX, CLN e CLN-BIX. Os controles também foram
realizados em triplicata. Para realizar a aplicacdo de luz, as solugdes foram separadas em grupo
com e sem aplicacao de luz, com pré-incubacao de 30 minutos em temperatura ambiente para a

posterior aplicagdo de luz por meio do uso da LED branca (FenizTM, LDO1, 113 J. cm-2) por
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5 minutos, como pode ser observado na figura 1. Por fim, a microplaca foi incubada na estufa

bacteriologica a 35-37 °C por 24-48 horas.

Figura 1. Distribui¢do das solugdes e controles nas microplacas.
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CLN, carreador lipidico nanoestruturado; BIX, solu¢do de bixina; CLN-BIX, carreador
lipidico nanoestruturado contendo bixina; DMS, dimetilsulféxido; PBS, solugao salina

tamponada com fosfato. Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

Para revelar as placas, definir a CIM e selecionar as dilui¢des para a contagem de
coldnias, foi utilizada a resazurina a 0,01% (Sigma Aldrich®). Em relagdo a contagem de
colonias (CC), as dilui¢des de contetdo azul/roxo das microplacas foram semeadas em placas
de Petri com dgar Sabouraud-Dextrose, em sequéncia foi realizada a incubacao das placas por

24 horas a 35-37°C na estufa bacteriologica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Carreador lipidico nanoestruturado por baixa energia

As caracteristicas macroscopicas do CLN e CLN-BIX podem ser observadas na figura 2.

Figura 2. Caracteristicas macroscopicas do CLN (a) e CLN-BIX (b).
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

Macroscopicamente o CLN apresentou-se como uma solu¢do de aspecto leitoso e
coloracdo esbranquigada, ja o CLN-BIX apresentou-se como uma solugdo também de aspecto
leitoso, porém com coloracdo amarelada, devido a cor da BIX, que varia de amarelo a
vermelhoalaranjado (GOMES, 2019). As caracteristicas macroscopicas do CLN e CLN-BIX

podem ser observadas na figura 2.

5.2 Caracterizacao fisico-quimica dos CLN

5.2.1 Didametro hidrodindmico médio (DMN), indice de polidispersao (IPD) e Potencial Zeta
(PZ)

Os parametros de DMN e IPD foram realizados pela técnica de DLS e o PZ pela técnica
de espalhamento de luz eletroforética. Os valores obtidos pela medi¢do desses pardmetros estdo

representados na Tabela 1.

Tabela 1. Determinacdo do diametro hidrodinamico médio, indice de polidispersao e potencial
zeta dos carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN).
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Parametros avaliados CLN-BIX
Diametro hidrodindmico médio (nm) 239,153
[ndice de polidispersio 1,646495
Potencial zeta (mV) -12,7021

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.
Esses sdo critérios essenciais pois t€ém relagdo direta com o inicio da perda de

estabilidade dos sistemas. Em relacdo ao DMN e ao IPD, possuem sua importancia focada no
desenvolvimento de formulagdes nanoestruturadas, pois estdo relacionados com os efeitos
biologicos e capacidades de internacionalizagdo celular e biodistribui¢ao. Ja o PZ ¢ geralmente
utilizado para predizer o periodo de estabilidade elétrostatica das formulagdes (GASPARI,

2018; NUNES, 2021; SANTOS, 2020).

O valor referente ao DNM do CLN-BIX apresentou-se em 239,153 estando dentro da
escala nanométrica (1-1000 nm) e préoximo do carreador produzido por um tipo de método de
baixa energia por Dos Santos (2023), que obteve o valor de DMN de 247,7 nm. Tendo em vista
apesquisa de Subramaniam (2020), ¢ ideal que o tamanho de particulas usadas na administragao
de medicamentos em células biologicas seja entre 50 ¢ 200 nm, sendo o valor obtido muito

proximo do ideal.

Em rela¢do ao IPD, valores abaixo de 0,35 sdo considerados 6timos, pois indicam
maior homogeneidade das particulas (GASPARI, 2019; NUNES 2021). No entanto, o CLN-
BIX apresentou um valor de 1,646495, desse modo Araujo (2019) justifica que menores valores
de IPD sdo encontrados em métodos que fornecem maior quantidade de energia, de modo que
aumenta a entropia e possibilita maior dispersdo dos componentes, justificando assim o alto

valor de IPD obtido.

O PZ do CLN-BIX foi de -12,7, valor um pouco inferior ao dos CLNs com encapsulagdo
de outro fotossensibilizador produzido por Santos (2020) e Nunes (2021), pois os mesmos
apresentaram -17,8 = 0,54 a -19,90 + 0,5 e -17,70 = 0,54 a -19,90 £+ 0,50 mV, porém todos
permaneceram na faixa que varia de valores acima de +30 mV ou abaixo de —30 mV considerada
como uma boa estabiliza¢do eletrostatica por gerar repulsdo entre as particulas e evitar sua

aglomeragdo (DOS SANTOS, 2015).

5.2.2 Eficiéncia de Encapsulagdo (EE %)

A EE% foi medida através da anélise do sobrenadante por espectrofotometria UV- vis.
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Seu resultado estd expresso na Tabela 2.

Tabela 2. Resultado da eficiéncia de encapsulacao (EE%) do CLN-BIX.

Formulagao EE%

CLN-BIX 81,5%

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

A técnica utilizada se baseia na separagcdo do encapsulado e do ndo encapsulado, por
meio da forca centrifuga. Desse modo, na parte de cima do sobrenadante se concentra a fracao

encapsulada, e a parte nao encapsulada se deposita na regido inferior. (GONCALVES, 2018).

Por meio dos resultados da EE% foi possivel avaliar a quantidade de BIX encapsulada
pelo CLN. O valor obtido foi de 81,50%, que corresponde a 8,15 mg de BIX por grama de fase
lipidica de CLN, como pode ser observado na Tabela 2, valor superior ao CLN produzido com
os mesmos excipientes e utilizando alta energia por outros autores (SANTOS et al., 2022) que
apresentou EE% de 75,57% + 0,58. Desse modo o CLN-BIX apresentou uma EE% considerada
alta (SANTOS, 2020; SALES et al., 2024), desse modo evita agrega¢do pois grande parte da
BIX esté incorporada no CLN (NUNES, 2021).

Portanto, os resultados obtidos sdo em razdo das vantagens dos CLN, pois a formagao
dos cristais imperfeitos na rede cristalina da matriz lipidica s6lida quando ocorre a mistura de
lipideos liquidos permite a formag¢do de um espago que ¢ suficiente para a acomodagdo de
moléculas do ativo, que conduz para melhorar a capacidade de eficiéncia de encapsulagao, e

desse modo reduz o tempo de expulsdo do ativo (SANTOS, 2020).

A alta solubilidade do ativo no lipidio fundido € um pré-requisito para a alta capacidade
de encapsulagdo. Ademais, estudos realizados em 2011 mostraram que a capacidade de
incorporagdo depende também de propriedades fisico-quimicas do farmaco, além da

composi¢ao da matriz lipidica do estado cristalino (SANTOS, 2020).

5.3 Analise Térmica

5.3.1 Analise Termogravimétrica (TG)
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Os resultados dos valores obtidos pela TG podem ser observados na Tabela 3. A figura

3 representa as curvas termogravimétricas obtidas e suas comparagdes entre BIX, CLN,

CLNBIX e os excipientes.

Tabela 3. Resultados obtidos da analise termogravimétrica dos constituintes do CLN-BIX.
Amostra Temperatura (°C) Perda de massa
BIX 262.93-450.13 63,08%

OR 387.41-421.59 90,46%
PLU 359.15-406.05 97,51%
STEA 384.05-419.86 91,63%
CLN-BIX 58.15-91.55 90,45%
CLN 58.18-84.81 83,25%
TGACC 284.74-326.49 97,04%

BIX, bixina; OR, 6leo de ricino; PLU, pluronic F124; STE, stearato de polioexietileno 40;
CLNBIX, carreador lipidico nanoestruturado contendo bixina; CLN, carreador lipidico

nanoestruturado; TGACC, triglicerideos do acido céprico caprilico. Fonte: Elaborada pelo

autor, 2024.
Desse modo os eventos analisados na Tabela 3 podem ser observados na figura 3.

Figura 3. Curvas termogravimétricos da BIX, CLN, CLN-BIX e excipientes.
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BIX, bixina; OR, 6leo de ricino; PLU, pluronic F124; STE, stearato de polioexietileno 40;
CLNBIX, carreador lipidico nanoestruturado contendo bixina; CLN, carreador lipidico
nanoestruturado; TGACC, triglicerideos do acido céprico caprilico. Fonte: Elaborada pelo

autor, 2024.
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A TG se baseia na medicao da mudanca de massa em fun¢do da temperatura que pode
ser causada por eventos como: decomposicdo, oxidacdo e perda de compostos volateis que
constituem a amostra analisada. S3o eventos medidos em condigdes de atmosfera e temperatura
especificas e assim analisam a estabilidade das amostras (Y ARAUJO, 2022).

A Tabela 3 apresenta os eventos de perda quase total das massas do CLN (58.18-84.81°
C, com perda de 83,25% de massa) e CLN-BIX (58.15-91.55° C, com perda de 90,45% de
massa) antes dos 100° C, que se deve a composi¢do desses carreadores, formada em sua maior
parte por agua. A BIX se mostra como o componente mais estavel dentre os excipientes, pois
apresenta-se com a menor perda de massa (262.93-450.13° C, com perda de 63,08% de massa)
dentre os demais. Os excipientes do CLN possuem curvas semelhantes, porém a curva do
TGACC destoa dos outros excipientes perdendo mais massa antes dos 400 °C (284.74-326.49°
C, com perda de 97,04% de massa).

Através da figura 3 pode-se observar que a BIX tem boa estabilidade térmica pela pouca
variagdo de massa em uma grande variacao de temperatura. Comparando o CLN e o CLN-BIX,
ambos apresentam desenho de curva muito semelhante, porém o CLN perde mais de 70% de

sua massa antes dos 100 °C, ja o CLN-BIX aproximadamente 80% de massa aos 100 °C.

5.4 Analise da Atividade Antifingica

5.4.1 concentragdo inibitoria minima (CIM) e contagem de colonias (CC)

E, por fim, a avaliacdo da atividade antifungica por CIM e CC, em que os controles se
mostraram coerentes e os métodos apresentaram valores satisfatorios da atividade antifingica
da BIX e do CLN-BIX com e sem a presenga de luz, como pode ser observada na Tabela 4.

Tabela 4. Avaliacdo da atividade antifingica por concentragdo inibitéria minima (CIM) e
contagem de coldonia (CC).

Sistemas Condic¢ao CIM (ng/mL) CC (%)
BIX sem luz 125 90
com luz 62,53 99

CLN-BIX sem luz 250 0
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com luz 125 90

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024.

A BIX, sem luz e com luz, apresentou CIM de 125 e 62,53 pg/mL, respectivamente,
enquanto o CLN-BIX sem luz e com luz apresentaram CIM de 250 e 125 pg/mL,
respectivamente. De acordo com Sartoratto et al. (2004), conforme citado por Bezerra (2022),
para compostos naturais, CIM com valores de 50 a 500 pg/mL indicam excelente atividade
antimicrobiana, ja valores acima de 600 a 1500 pg/mL indicam atividade moderada e fraca,
respectivamente. Assim, a BIX e o CLN-BIX tanto com luz, como sem luz, mostraram excelente
atividade antimicrobiana, porém, vale ressaltar que a presen¢a de luz em ambos obteve melhor

resultado, evidenciando o potencial da aPDT.

Na CC, o grupo sem luz apresentou reducgdo de 1 log (90%) para a BIX, mas nao houve
reducdo para CLN-BIX. Na presenca de luz houve reducdo de 2 logs (99%) e 1 log (90%),

respectivamente, mostrando uma redugao estatistica significativa.

O melhor resultado de atividade antifungica por CIM e CC da BIX foi na presenca de
luz, assim como o CLN-BIX, ja, o mesmo, ndo apresentou atividade antifungica sem luz por
CC, o que pode indicar uma atividade fungistitica na CIM, pois a Candida voltou a se

multiplicar por CC.

Os resultados também mostraram que a BIX possui maior atividade antifingica quando
nao esta encapsulada, o que pode sugerir uma vantajosa utilizagao direta em algumas aplicacdes

que sdo necessarias acoes rapidas, como no tratamento de infec¢des superficiais ou topicas.

Ademais, a encapsula¢do da BIX ¢ crucial para solubilizé-la, sendo esta, a principal
problemadtica abordada no presente estudo. A encapsulacao além de aumentar a estabilidade, ja

que ¢ um composto fotossensivel, também protege a BIX da degradacao.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que foi possivel produzir o CLN-BIX com tamanho e propriedades
fisicoquimicas satisfatorias. Foi demonstrada adequada atividade antifingica, além de seu
aumento com uso da luz, comprovando o potencial terapéutico da aPDT. Embora a BIX tenha
demonstrado maior eficdcia em comparacao ao CLN-BIX, a encapsulacdo ¢ imprescindivel para
melhorar a solubilidade da BIX em meio fisiologico. Perspectivas futuras incluem a utilizagao
desse sistema em testes com cepas de diferentes tipos de Candida, incluindo cepas resistentes,
além de sua aplicagdo em formas farmacéuticas especificas para o local de infec¢do, como

ovulos vaginais, filmes bucais e pomadas.
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