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RESUMO

Leveduras do género Candida sdo os agentes etioldégicos da candidiase. Na
microbiota bucal, a espécie Candida albicans € predominante. Para tratamento da
patologia empregam-se formas farmacéuticas de aplicacdes topicas ou sistémicas.
Para superar problemas relacionados a presenca de biofilmes e resisténcia dessas
espécies, a Terapia Fotodindmica (TFD), baseada em reacbes fotoquimicas
oxidativas, vem sendo muito empregada. A Ftalocianina (Fc), fotossensibilizador
(FS) utilizado na TFD, apresenta natureza hidrofébica, gerando limitacdes a terapia.
Assim, carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) sao alternativa para contornar
essa desvantagem. O objetivo desse trabalho foi desenvolver e caracterizar CLN
contendo Fc. Os CLN foram produzidos pelo método de fusdo-emulsificacédo e a
caracterizacao fisico—quimica foi realizada por Espalhamento de Luz Dinamico
(DLS), Microscopia eletrdnica de transmissao (MET) e Eficiéncia de Encapsulacao
(EE). A andlise dos resultados mostrou a efetividade do método de producdo com
a obtencédo de CLN de tamanho médio variando entre 158,00 + 1,49 nm e 188,50 +
0,71 nm, baixa polidispersao, potencial zeta entre -24,20 £ 0,54 mV e -14,60 + 0,32
mV e estaveis durante 90 dias. Com a MET verificou-se particulas esféricas e sem
aglomeracdes. A EE revelou que 75,57 + 0,58% do ativo (Fc) foi encapsulado no
CLN. Sendo assim, essa pesquisa desenvolveu e caracterizou CLN capazes de
incorporar o FS, classificado como insoltvel, e com tamanho e morfologia dentro
dos limites adequados para nanocarreadores. A proxima etapa devera conduzir 0s
estudos de concentracao inibitéria minima in vitro para avaliar a viabilidade do CLN

desenvolvido.

Palavras-chave: Fotossensibilizadores. Sistemas lipidicos nanoestruturados.

Carreador lipidico nanoestruturado.



ABSTRACT

Yeasts of the genus Candida are the etiologic agents of candidiasis. In the oral
microbiota, the species Candida albicans is predominant. For the treatment of
pathology, pharmaceutical forms of topical or systemic applications are used. To
overcome problems related to the presence of biofilms and resistance of these
species, Photodynamic Therapy (PDT), based on oxidative photochemical
reactions, has been widely used. Phthalocyanine (Fc), photosensitizer (FS) used in
PDT, has a hydrophobic nature, generating limitations to therapy. Thus,
nanostructured lipid carriers (NLC) are an alternative to circumvent this
disadvantage. The objective of this work was to develop and characterize CLN
containing Fc. The NLC were produced by the fusion-emulsification method and the
physical-chemical characterization was performed by Dynamic Light Scattering
(DLS), Transmission electron microscopy (TEM) and Encapsulation efficiency (EE).
The analysis of the results showed the effectiveness of the production method with
obtaining medium-sized NLC ranging between 158.00 + 1.49 nm and 188.50 £ 0.71
nm, low polydispersity, zeta potential between -24.20 £ 0.54 mV and -14.60 + 0.32
mV and stable for 90 days. With TEM there were spherical particles and no
agglomerations. The EE revealed that 75.57 + 0.58% of the asset (Fc) was
encapsulated in the NLC. Therefore, this research has developed and characterized
NLC capable of incorporating the FS, classified as insoluble, and with size and
morphology within the limits suitable for nanocarriers. The next step is to conduct
studies of minimum inhibitory concentration in vitro to assess the viability of the
developed NLC.

Keywords: Photosensitizers. Nanostructured lipid systems. Nanostructured

lipid carrier.
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1 INTRODUCAO

As leveduras do género Candida sédo agentes etiologicos da candidiase, as
quais podem estar presentes em diversas regioes do corpo humano. Na microbiota
bucal, a espécie C. albicans €é mais predominante correspondendo
aproximadamente 80% de todos os microrganismos isolados. Entretanto, outras
espécies, como C. dubliniensis, C. glabrata, C. kefyr, C. parapsolosis, C.
stellatoidea e C. tropicalis ocasionam viruléncia (VAN DER PLAS, 2016).

A C. albicans é um fungo dimdérfico, possui morfologia extremamente versatil
podendo existir em formas leveduriformes ou filamentosas. Além disso, sao
capazes de formar comunidades altamente organizados que podem colonizar uma
superficie biotica ou abidtica, conhecido como biofilmes. As infec¢cdes microbianas
de uma forma geral estdo fortemente associadas a biofilmes, o que confere as
células que os compdem interacbes benéficas matuas, maior protecdo contra as
defesas do hospedeiro, além de propriedades fenotipicas distintas das células livres
(planctonicas) e maior resisténcia aos agentes antimicrobianos (DABAS, 2013;
HOJO et al, 2009; RAMOS et al, 2015; SANTANA et al, 2013).

A escolha de um tratamento, ou a associacdo deles, deve ser definida em
virtude da severidade da infeccdo, condi¢cdes de saude geral e bucal, idade e
género do paciente. Atualmente, a Nistatina (suspensado oral) € o medicamento
mais utilizado para tratamento inicial, com finalidade de aliviar os sinais e sintomas
clinicos da doenca. Apesar disso, em muitos casos esse antifiungico nao é capaz
de eliminar completamente as espécies de Candida (FERREIRA et al, 2015). Desta
forma, medicamentos sistémicos tém sido instituidos em individuos com saude
comprometida e nos episodios de infeccBes recorrentes. Neste caso, fluconazol,
itraconazol e anfontericina B podem ser utilizados (LEROY et al, 2016).

A utilizacéo indiscriminada de antifungicos tépicos ou sistémicos acarreta o
desenvolvimento de resisténcia das espécies de Candida (CIEPLIK et al, 2014).
Nesse contexto, para superar os problemas associados ao aumento de incidéncias
de patdgenos resistentes aos antiflngicos, novas estratégias terapéuticas que
abordam uma inviabilizacdo dos microrganismos, como a terapia fotodindmica
antimicrobiana (TFDa), vém sendo estudadas. A TFDa consiste em uma

modalidade terapéutica que envolve a utilizacdo de substancias fotossensiveis
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(fotossensibilizador - FS), que sdo submetidos a irradiacédo de luz visivel e que, na
presenca de oxigénio, produzem espécies reativas que causam danos celulares
levando a inativacao de microrganismos (SARDI et al, 2013; TIAN et al, 2014).

Alguns FS tém sido alvo de estudos de muitos pesquisadores para a
fotoinativacéo de microrganismo (CHABRIER-ROSELLO et al, 2005; JABRA-RIZK
et al, 2004). A ftalocianina, um FS de segunda geracdo que possui pigmentos
tetraazoinddlicos andlogas as porfirinas, cuja estrutura molecular pode ser
modificada inserindo-se ligantes periféricos e/ou axiais, bem como metais entre
nitrogénio centrais, atualmente é o FS mais desejados devido a sua forte absorcao
na regido do vermelho do espectro eletromagnético (670 nm — 780 nm) (FADEL et
al, 2010).

Entretanto, as ftalocianinas possuem baixa solubilidade em meio fisioldgico
tornando-se sua administracéo direta inviavel, pois, em meio aquoso, as moléculas
hidrofébicas tendem a forma agregados por associacdo intermolecular. A
agregacdao das moléculas implica diretamente nas suas propriedades fotoquimicas,
diminuindo seu rendimento quantico de fluorescéncia e afetando,
consequentemente, sua eficacia fotossensibilizante (FARIA et al, 2014; ROSSETTI
et al, 2011).

A entrega de FS hidrofébicos € bastante desafiadora. Neste sentido, alguns
sistemas nanoestruturados vem sendo desenvolvidos com essa finalidade (FADEL
et al, 2010). Dentre estes, encontram-se 0s carreadores lipidicos nanoestruturados
(CLN), que séo caracterizados por possuirem uma matriz composta de cristais
lipidicos imperfeitos, 0 que proporciona espacos para a incorporacdo de altas
concentragdes de substancias ativas de origens hidrofébicas (SATO et al, 2017).

Formulacdes baseadas em CLN podem ser administrados por via
intravenosa, pulmonar, oral, transdérmica e topica. Além disso, pelo tamanho
reduzido das particulas e sua forte aderéncia ao estrato corneo, o que leva a
formacdo de um filme lipidico flexivel sobre a camada de células queratinizadas,
CLN de uso topico (pele ou mucosas) tem atraido bastante atencao nos ultimos 10
anos, fazendo com que a quantidade de estudos utilizando CLN aumentasse
consideravelmente (BELOQUI et al, 2016; GARCES et al, 2018).

Tendo como base o panorama exposto, o uso de CLN com a incorporagao

do FS, associados a TFD, oferece uma promissora e inédita ferramenta
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nanobiotecnolégica visando o tratamento de biofilmes orais ocasionados pela C.

albicans.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN)

contendo ftalocianina.

2.2 Objetivos especificos

» Preparar os CLN contendo ftalocianina;

- Caracterizar fisico-quimicamente e morfologicamente os sistemas obtidos,
contemplando as analises de: tamanho médio das goticulas, indice de
polidispersao, potencial zeta e microscopia eletronica de transmisséo;

+ Avaliar a quantidade méxima da ftalocianina incorporado no CLN.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Candidiase

As infeccdes do tipo fungicas sdo chamadas de micoses, sendo a candidiase
a patologia fungica de maior incidéncia em humanos, ja que os fungos do género
Candida fazem parte da microbiota normal desses individuos e colonizam suas
mucosas durante ou apdés o0 hascimento, o que torna um risco constante de infec¢ao
endogena (BROOKS et al, 2014).

A candidiase, é uma infeccdo ocasionada por qualquer espécie do género e
sua abrangéncia varia de superficies corporais, podendo ser uma infec¢éo local ou
até mesmo sistémica (EBABHI et al., 2019). Candida spp. pode causar micoses de
pele, de unhas ou de mucosas, como as do trato gastrintestinal e genital (BROOKS
et al, 2014).

As leveduras que fazem parte do género Candida sdo microrganismos
simbidticos, ou seja, que vivem e permanecem em um organismo de forma
equilibrada. Entretanto, em certos individuos e em situacfes especificas, pode
haver o desenvolvimento da forma parasitaria (DIAS et al, 2018), principalmente
guando ha uma baixa da imunidade do hospedeiro por uma infec¢éo viral ou por
um tratamento quimioterapico, por exemplo.

Dentre os locais do corpo humano, a cavidade bucal é um dos sitios que
apresenta as maiores diversidades de microrganismos. Das infec¢des fungicas que
afetam a boca, as candidiases sao as patologias oportunistas mais comuns nesse
hospedeiro (PEREIRA, 2017; DIAS et al, 2018). Os fatores de risco para essa
patologia incluem o uso de préteses dentarias, antibiéticos, medicamentos
imunossupressores, além de condi¢cdes sistémicas como diabetes, deficiéncias
nutricionais e cancer (DIMOPOULOS et al, 2007).

As candidiases orais séo classificadas em candidiase oral primaria (aguda
ou crbnica), como no caso da pseudomembranosa, eritematosa, em placas, nodular
ou hiperplésica, e candidiase oral secundéria, que sdo as manifestagdes orais de
candidose mucocutanea sistémica. Além disso, ainda existem as lesfes
associadas a Candida, como a Estomatite Protética, Queilite Angular, Glossite
Romboide Mediana (SIMOES et al, 2013).
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As espécies patogénicas causadoras dessa infeccdo em humanos, e que
estdo associadas a candidiase oral, sdo C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis,
Candida krusei, C. parapsilosise e C. guilliermondii. Dentre estas, a C. albicans é o
agente etioldgico mais prevalente, representando mais de 80% dos casos (EBABHI
et al, 2019; DIAS et al, 2018).

Candida albicans € um microrganismo comensal, que nao causa beneficio
ou maleficio detectaveis ao hospedeiro, encontrada nos tratos gastrointestinal e
reprodutivo de cerca de 34% a 68% da populacdo saudavel. Geralmente o epitélio
oral € uma barreira fisica contra a infeccdo por Candida. Quando a defesa do
hospedeiro é enfraquecida, ocorre uma colonizacdo por esse fungo na cavidade
oral. Esse ird se aderir, invadir e danificar o revestimento das células epiteliais,
ocasionando a candidiase (VAN DER WAL, 2017).

Devido a forte ligacdo da infec¢do fungica com o estado imunolégico do
paciente, a candidiase foi considerada um indicador do desenvolvimento da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) antes do surgimento dos
antirretrovirais. Em pacientes imunocomprometidos, a infeccdo pode se espalhar
do local original e atingir a corrente sanguinea, promovendo uma infeccao sistémica
conhecida como candidemia, sendo 90% dos casos atribuidos as espécies de C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e Candida krusei. O numero de
mortes varia entre 40 e 80% nesses pacientes (SARDI et al, 2013).

Além de maior representatividade em patologias orais, ensaios realizados
por Martins et al. (2016) mostram que C. albicans possui uma capacidade de
formacdo de biofilmes significativamente maior quando comparada a outras
espécies do mesmo género.

A organizagdo dos microrganismos em biofilmes é um mecanismo de
resisténcia e representa um reservatério protetor do préprio microrganismo. 1sso
possibilita a sobrevivéncia desses patdgenos mesmo em condi¢gfes desfavoraveis
e proporcionando elevada resisténcia aos agentes antifungicos (CIEPLIK et al,
2014).

A resisténcia de Candida spp. aos antifungicos esta relacionado
principalmente ao uso prolongado e indiscriminado desse tipo de medicamento e
quando se faz uso de tratamentos profilaticos e de subdoses (DIAS et al, 2018;
PEREIRA, 2017).
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3.2 Via bucal

A cavidade oral é revestida por uma membrana mucosa Umida com funcao
principal a protecdo. Essa umidade é devido a constante producéo de saliva pelas
glandulas salivares. A saliva € constituida por agua (95% a 99%), proteinas,
enzimas, eletrélitos e acidos nucleicos. Essa possui como principal funcéo, além da
limpeza, reduzir suscetibilidade da mucosa oral a abrasédo. Contudo, dentre outros
fatores, a presenca constante de saliva na cavidade oral € uma influéncia negativa
para administracdo de medicamentos devido a frequentemente lavagem da
mucosa bucal, diluindo a droga administrada, reduzindo o contato e,
consequentemente, a biodisponibilidade das formulagbes aplicadas topicamente
(FRANZ-MONTAN et al, 2017).

Além disso, quantidades de farmaco absorvida na mucosa bucal é
frequentemente baixa para a obtencdo dos efeitos terapéuticos devido aos
movimentos mastigatorios, fonacao, degradacdo enziméatica e falta de permeacéo
do epitélio (MACEDO et al, 2020). Para superar essas e outras limitacdes,
nanocarreadores a base de lipidios vém sendo utilizados na administracdo de
medicamentos, melhorando eficientemente a biodisponibilidade do farmaco
(AGRAWAL et al, 2016).

O encapsulamento de medicamentos em nanoparticulas € uma estratégia
para contornar problemas citados e melhorar a distribuicdo bucal do farmaco ja que
possibilitam uma administracdo sustentada, controlada, direcionada, melhorando a
captacdo pela mucosa bucal, e consequentemente sua biodisponibilidade e
resultado terapéutico (MACEDOO et al, 2020).

Por exemplo, em um estudo realizado por Mendes et al (2013), carreadores
lipidicos nanoestruturados carregados com miconazol foram preparados,
caracterizados e testados para administragdo na mucosa oral com o objetivo de
fornecer um efeito antifingico local contra C. albicans. Os resultados indicaram que,
guando comparados ao medicamento puro, a droga encapsulada nos CLN, além
de ser eficaz para inibir o microrganismo, necessitou de uma quantidade menor de

ativo.
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3.3 Tratamento de candidiase

Por serem seres eucariotos, os fungos partilham inameros genes
homélogos, produtos génicos e vias metabodlicas com seus hospedeiros humanos.
Consequentemente, os alvos especificos para quimioterapia de antibioticos
efetivos se tornam limitados. Esse € um dos motivos pelo qual é dificil tratar a
maioria das micoses (BROOKS et al, 2014).

Outro problema encontrado no tratamento convencional dessa infecgdo € o
uso indiscriminado dos antifingicos, principalmente quando se faz 0 uso em baixas
doses para tratamentos profilaticos prolongados, o que pode gerar resisténcia do
microrganismo ao medicamento, além de aumentar o risco de toxicidade da terapia
tanto pelo aumento de dose quanto pela necessidade de associagdo de agentes
(PEREIRA, 2017).

Para o tratamento convencional de candidiase, atualmente os principais
grupos de agentes antifingicos utilizados sdo os antibidticos poliénicos
(anfotericina B e nistatina), que possuem amplo espectro de acao e os derivados
azoélicos sintéticos como os imidazdlicos (cetoconazol, miconazol e fenticonazol) e
triazolicos (itraconazol, fluconazol e voriconazol) (PEREIRA, 2017).

Em geral, para o tratamento do sapinho, e de outras formas mucocutaneas
de candidiase, a nistatina tépica, cetoconazol ou fluconazol orais sdo empregados
(BROOKS et al, 2014). Nos casos em que o tratamento tdépico ndo apresenta
resultados, o tratamento sistémico € iniciado (DIAS et al, 2018).

Com o surgimento de mecanismos de resisténcia aos tratamentos
convencionais para a candidiase e, portanto, ndo oferecimento de resultados
satisfatorios, aliados ao niumero reduzido de agentes antifingicos disponiveis, a
busca de novas substancias para uso no tratamento de infecces fungicas vem

sendo impulsionadas (DIAS et al, 2018).
3.4 Nanoparticula (NP)
A aplicagdo da nanotecnologia no desenvolvimento de farmacos possui

como principais objetivos otimizar a administragdo de medicamentos ja que o0s

sistemas de formulacdo nanoméricos, sejam eles conjugados a substancias
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hidrossoluveis, formulados como particulas de farmacos nanodimensionados ou
incorporados a nanoparticulas, sdo bastante eficientes na melhoria da poténcia e
eficacia do farmaco, aumentando a solubilidade e taxa de dissolu¢éo, modificando
a distribuicdo, protegendo contra a degradacao pds administracao, além de poder
serem direcionados para 6rgdos especificos, tecidos ou células (MANAIA et al,
2017; AULTON; TAYLOR, 2016).

Nas ultimas décadas, inUmeras sistemas nanoestruturados que utilizam
nanoparticulas (NP) foram sendo desenvolvidas e avaliadas como potencial
aplicacao de agentes terapéuticos (INOUE, 2015; BAETKE et al, 2015). NP sé&o
hidrossoluveis, possuem tamanhos que variam de 1-1000 nm e séo classificados
em NP organicas e NP inorganicas. As NP orgénicos englobam as micelas,
lipossomas, nanogéis e dendrimeros. Ja as inorganicas compreendem as
nanoparticulas de ouro (PNB), nanomateriais superparamagnéticos de oxido de
ferro (SPIONs), pontos quanticos (QDs) e ions lantanideos paramagnéticos
(RAJABI; MOUSSA, 2016).

A utilizacdo de nanoparticulas pode aumentar o efeito de uma droga (mesmo
em dosagens menores), possibilitando assim maiores intervalos de administracao
(DE SOUZA, 2019). Além disso, sistemas nanoestruturados podem modificar os
perfis de permeacéo, liberacdo e podem ser utilizados como carreadores para a
liberacdo de ativos (INOUE, 2015). Com isso, tornam-se promissoras para o
tratamento de doencas, pois permite melhor biodisponibilidade e reducdo dos
efeitos adversos da droga (DE SOUZA, 2019).

A capacidade de inibir uma forma de resisténcia de microrganismos
demostra vantagem na utilizacao de nanoparticulas para o tratamento de patologias
infecciosas. Por exemplo, estudos realizados por Costa (2015), constatou que o
uso de nanoparticulas conseguiu inibir a formacéo de biofilmes, demonstrando que

essas sao capazes de permear o seu interior e exercer agéo de inativacao.
3.4.1 Sistemas nanoparticulados lipidicos (SNL)
Ao falar em nanoparticulas do tipo lipidicas, pode-se entender como

dispersdes aquosas de particulas com tamanhos que variam de 50 a 1000 nm,

formadas por lipideos solidos, que sdo estabilizados por um ou mais tipos de


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Baetke+SC&cauthor_id=25969868
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tensoativo, e que modificam a polaridade da superficie com o objetivo de melhorar
a sua penetracdo, sendo assim ideal para incorporacdo em sistema de
administrac@o topico, nasal, oftalmico ou sistémico e por via oral. Esse tipo de
nanoparticulas € considerado uma alternativa ao uso de emulsfes lipidicas,
lipossomas e nanoparticulas poliméricas (ANTUNES, 2016).

As nanoparticulas lipidicas sao divididas em dois grupos, também chamados
de sistemas nanoparticulados lipidicos: as nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) e
os carreador lipidico nanoestruturado (CLN).

Figura 1 - Estrutura NLS e CLN.

Solid lipid Nanostructured
nanoparticle lipid carrier

Fonte: Adaptado de Macedo et al (2020).

Para aplicacao tépica em mucosas, formulacdes tradicionais como cremes,
géis e pomadas apresentam limitacbes em termos tanto de eficacia como de
seguranca para serem administradas. Para contornar isso, a nanotecnologia €
utilizada no campo da farmacia para desenvolver produtos mais eficazes e menos
toxicos para os pacientes e meio ambiente, através da fabricacdo de produtos
biocompativeis e biodegradaveis e ainda podendo ser economicamente viaveis na
producdo ampliada, vem sendo empregada (FRANZ-MONTAN et al, 2017).
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Figura 2 - NLS e CLN: sistemas nanoparticulados
lipidicos que podem ser usados na administracédo
transbucal de medicamentos.

Drug A

SLN

Lipid

Fonte: Adaptado de Franz-Montan et al (2017).

3.4.1.1 Nanoparticulas lipidicas soélidas (NLS)

Sao estruturas de tamanho superior a 50 nm que apresentam matriz
contendo um ndcleo lipidico solido (altos pontos de fusdo) dispersos numa fase
aguosa (AULTON; TAYLOR, 2016) e a substancia ativa e que possuem um elevado
grau de cristalinidade. Esta caracteristica proporciona uma reduzida eficicia de
encapsulacdo dentro da matriz lipidica, j& que o espaco destinado aos ativos se
torna bastante pequeno, além de gerar problemas de estabilidade do sistema, como
por exemplo, a reducéo da libertacdo do farmaco, crescimento das particulas e
gelificacdo (ANTUNES, 2016). Além da incorporagéo para a liberacéo de farmacos,
NLS podem sem formadas por ligacdo do farmaco a sua superficie (AULTON;
TAYLOR, 2016).

As dispersdes de nanoparticulas solido-lipidio tém sido amplamente
empregados para a melhora na biodisponibilidade de diversos medicamentos de
uso parenteral, oral, ocular, cutanea e aplicacées cosméticas (AULTON; TAYLOR,
2016), pois séo extensivamente benéficos na melhora da administracdo, além de
serem seguros e eficazes.

Elas oferecem um substituto para os sistemas coloidais convencionais
(emulsdes, lipossomas e micro e nanoparticulas poliméricas) por possuirem
estabilidade em virtude de sua matriz/nanoarquitetura composta por lipidios sélidos

a temperatura ambiente. A matriz do nucleo lipidico pode ser composta por
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monoglicerideos, diglicerideos, triglicerideos, esterbides, ceras e acidos graxos,
que sao estabilizados na presenca de um surfactante, como por exemplo o
polimero poloxamero, (AGRAWAL et al, 2016).

3.4.1.2 Carreador lipidico nanoestruturado (CLN)

Os carreadores lipidicos nanoestruturados representam a segunda geragao
de sistemas nanoparticulados lipidicos. Eles sdo constituidos por uma matriz
formada por uma mistura de lipidios sdlidos e liquidos, mas que, a temperatura
ambiente e temperatura corporal, se apresenta solida, minimizando assim a baixa
eficacia de encapsulacdo que as NLS exibem (ANTUNES, 2016).

Sua matriz lipidica é formada por cristais imperfeitos que sao estabilizados
por surfactantes. Essa caracteristica proporciona aos CLN espacos para a
incorporacdo de grandes concentracdes de principios ativos hidrofébicas, além
liberagdo mais lenta e maior estabilidade do medicamento durante o
armazenamento (OSHIRO JUNIOR et al, 2020).

Os CLN séao obtidos através de componentes biodegradaveis e
biocompativeis, e ndo necessitam de utilizacdo de solventes organicos durante a
producdo. Além disso, apés o processo de encapsulacdo do ativo, ainda se
observar o tamanho da particula na escala nanométrica. Com isso, se tornam
sistemas de liberacdo de farmacos bastante atraente para uso como carreadores
de diversos ativos (INOUE, 2015).

A vantagem dos CLN sobre os NLS é relacionada a melhora na solubilidade
do medicamento em lipidios liquidos em comparacao com lipidios solidos. Esse
fator proporciona maior quantidade de incorporacdo do ativo jA que os lipidios
liquidos presentes produzem uma matriz porosa e resulta no aumento da eficiéncia
na carga de medicamentos (AGRAWAL et al, 2016).

3.5 Terapia fotodindmica (TFD)
A TFD é uma terapia altamente seletiva baseada em reacgfes fotoquimicas

oxidativas. Para que isso ocorra, ha necessidade se utilizar um composto fotoativo,

fotossensibilizador (FS), além de uma luz em um comprimento de onda adequado.
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Normalmente, os FS sédo farmacologicamente inativos quando se encontram no
escuro (ZHEN et al, 2013).

A associacéo entre o FS e a luz, juntamente com a presenca de oxigénio no
estado fundamental, gera quantidades de espécies reativas de oxigénio (ERO)
(oxigénio singlete, hidrogénio radicais peroxido (H202) e hidroxil (+OH)), citotdéxicos
capazes de matar células proximas por induzir dano celular e tecidual, levando a
apoptose ou necrose da célula. Desta forma, os FS irdo agir somente no local em
que a luz é utilizada, o que a torna uma terapia seletiva e minimamente invasiva
(OSHIRO JUNIOR et al, 2020).

A combinacdo entre FS e luz visivel para tratar patologia € uma pratica
bastante antiga, com inicio descritos ha mais de 3500 anos. No entanto, foi no inicio
do século XX que essa terapia se consolidou como um método de combate a
algumas doencas (CALORI, 2016), com relatos de aplicacdo clinica em 1903 para
tratar lUpus, sifilis, psoriase e cancer de pele superficial (ALMEIDA, 2014). Além
das doencas oncologicas, a TFD vem se mostrando eficaz como método de
inativacdo de microrganismos patogénicos, como virus, bactérias, fungos e
infeccdes localizadas (GARCIA et al, 2011; MORESCHI et al, 2018).

A eficacia dessa terapia leva em conta os FS, como um dos elementos
essenciais, a forma farmacéutica utilizada, a exposicdo adequada de
irradiacdo/penetracdo de luz, tempo de exposicéo para ativagédo do FS, quantidade
de oxigénio envolvida e o tipo de célula (ALMEIDA, 2014; TIAN et al, 2020).

3.6 Fotossensibilizadores (FS)

Os FS séo classificados como os primeira geracéo, representados pelos
derivados da hematoporfirina (Hp), os segunda geracéo, que tém como exemplo 0s
derivados da ftalocianina (Pc) e os de terceira geracao ou os fotossensibilizadores
dentro de sistemas biologico (DA SILVA, 2007; ALMEIDA, 2014).

Derivados a Hp foi o primeiro grupo de FS desenvolvidos para a TFD. Eles
sdo produzidos a partir de tecnologia original de desfibrilacdo e acidificacao
sanguinea através da hematoporfirina IX presente na circulacao (DA SILVA, 2007).

Porfirinas sdo macrociclos aromaticos, planares, rigidas e com simetria que

favorece a formacado de estruturas cristalinas com grandes cavidades, mas que
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pode ser contornada com ligacdes de hidrogénio, dipolo-dipolo ou de van der Waals
com outras moléculas (NOGUEIRA, 2011). Além disso, apresentam baixa
solubilidade em solucéo fisioldgica necessitando de estratégias que melhorem sua
biocompatibilidade (GIANSANTE et al, 2014; ALMEIDA, 2014).

Como desvantagens, as Hp se acumulam nas células epiteliais
necessitando de abstencédo de exposi¢cao a luz por longos periodos, o que pode
causar reagdo adversa de fotosensibilidade da pele, e baixa absor¢do no
comprimento de onda de luz vermelha utilizados na terapia (600-850 nm) (DA
SILVA, 2007; OSHIRO JUNIOR et al, 2019).

Apesar disso, os FS de primeira geracdo ndo deixam de ser utilizados na
TFD, sobretudo para o tratamento do cancer (ALMEIDA, 2014), pois possuem
grande afinidade pelos tecidos tumorais e toxicidade relativamente baixa
(NOGUEIRA, 2011).

A segunda geracdo de fotossensibilizadores supera as desvantagens dos
fotossensibilizadores anteriormente citados ja& que permitem o0 aumento da
absorcdo em regido vermelha do espectro eletromagnético, dosagem muito baixa
de exposicdo a drogas e a luz durante a acdo da TFD (SWAMY et al, 2020).

Além disso, esses PS permitem que a luz penetre mais profundamente no
tecido alvo, possuem alta pureza e baixa toxicidade. Entretanto, por serem
compostos lipofilicos, apresentam dificuldade de solubilidade em meio fisiologico
como resultado de suas interacbes T-11. Nesse sentido, a incorporacao de
ftalocianina em CLN trona-se uma estratégia para contornar essa desvantagem
(OSHIRO JUNIOR et al, 2019; BAYAT et al, 2020).

Os FS de terceira geracdo sdo associacldes terapéuticas aos farmacos
fotossensibilizadores, como imunoterapia ou radiofototerapia (LONGO et al, 2011).
Eles podem ser acoplados a biomoléculas e permitir captacéo seletiva em tecidos,
além de poder se associarem a anticorpos monoclonais especificos ou serem
encapsulados em lipossomas. Essas propriedades os tornam viaveis tanto pata
utilizacdo com fins diagnodsticos como para a terapéutica (DE ALBUQUERQUE,
2008).
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3.6.1 Ftalocianina

As ftalocianinas (Fc) sdo um grupo de compostos macrociclicos sintéticos de
cor verde/azul, com estrutura semelhante as porfirinas e com diversas propriedades
gue as permitem serem utilizadas e aplicadas em varios setores. Além de serem
utilizadas como FS na TFD, Fc possuem aplicagcbes como sensores quimicos,
cristais liquidos, catalisadores e Gpticas nao lineares (KOKSOYA et al, 2019).

A sua alta versatilidade de sintese permite a obtencdo de uma grande
variedade de moléculas. Elas tém elevada estabilidade térmica, foto e
semicondutividade elétrica, baixa solubilidade em diversos solventes organicos,
além de uma estrutura eletrénica altamente conjugada, o que as conferem alta
densidade eletronica (DA COSTA JUNIOR, 2017).

Além disso, sua estrutura é composta por quatro anéis pirrélicos, cada um
ligado a um anel benzénico, onde atomos de nitrogénio unem toda a estrutura
(Figura 3). Os atomos de hidrogénio ligados aos nitrogénios pirrolicos das Fc dao
a ela a capacidade de interagdo com diversos semimetais e metais, formando as
chamadas metaloftalocianinas. Essa propriedade as confere inameras
propriedades fotofisicas e fotoquimicas, além de maior estabilidade (CALORI,
2016).

Figura 3 - Estrutura da ftalocianina
base livre.
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Fonte: Calori, 2016.

Pc possuem inimeras vantagens em relacdo aos PS de primeira geracéo,
dentre as quais alta absorcao de luz nos comprimentos de onda entre 650-800 nm,

faixa ideal para a terapéutica, baixa toxicidade in vitro além de serem eliminados
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rapidamente do organismo quando administrada por via topica, aproximadamente
24 horas, e isso as confere uma boa seguranca de uso (SANTOS et al, 2020;
GOTO, 2016).

Apesar das vantagens apresentadas pela Pc, o seu principal problema é
baixa solubilidade em solventes organicos comuns, agua e ambiente fisiologico,
(KOKSOYA et al, 2019) o que inviabiliza a sua administracdo direta. Entretanto,
como lipossomas, micelas, nanoparticulas poliméricas, particulas lipidicas solidas
e outros sistemas de administracdo de medicamentos (DDS) podem ser
administrados em ambientes fisioldgicos (SANTOS et al, 2020).

3.6.1.1 Ftalocianina de flGor-zinco

As ftalocianinas metélicas possuem potencial para utilizacdo na TFD pois
tém intensa absor¢éo na janela fotodindmica, ou seja, na regiao vermelha (600-800
nm), além de quantidades significativas de oxigénio singlete. A ZnFiePc -
hexadecafluoro ftalocianina de zinco - (Csz2FisNsZn) é um FS potente e bastante
hidrofébico (ZHEN et al, 2013).
Seu peso molecular € de 865.76 g/mol e possui um ponto de fusdo > 300 °C.
Essa Fc metélica é proveniente da ftalocianina de zinco ndo substituida (ZnPc),
onde os atomos de hidrogénio foram todos substituido por flior objetivando o
aumento da hidrofobicidade e garantindo a sua incorporacao total em dominios
lipidicos (SIGMA-ALDRICH; GARCIA et al, 2011).
Figura 4 - Estrutura da ftalocianina
de flior-ZINCO (Cs2F16NsZN).

Fonte: A autora (2020).
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As propriedades fotofisicas das ftalocianinas séo determinadas pela
presenca de ions metélicos ja que, quando complexadas com zinco ou outro metal,
estas apresentam grande fotoestabilidade e boa atividade fotoquimica e
fotodinamica, devido ao alto rendimento quantico de estado singlete excitado e

estado triple com longo tempo de vida (GOTO, 2016).
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 Materiais

4.1.1 Matérias Primas

+ Agua destilada;

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

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

» Triglicérides do acido caprico/caprilico (Via Farma, Séao Paulo, SP, Brasil);

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

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

4.1.2 Equipamentos

. Balanca semi-analitica AW220 — Shimadzu (Quioto, Honshu, Japao);

. Banho ultrass6nico — Ultrasonic Cleaner Unique (Indaiatuba, SP, Brasil);

. Centrifuga Spin Coater KW-4A — SPl Supplies (West Chester,
Pensilvania, EUA);

. Destilador de agua Pilsen SP5L — SPLABOR (Vila Formosa, Prudente,
Brasil);

. Espectrofotbmetro UV-Vis UV-1900 — Shimadzu (Quioto, Honshu,
Japao);

. Microscopio eletronico de transmissdo JEM-100CX2 — JEOL (Peabody,
Massachusetts, EUA);

. Sonicador de Ponteira/ Desruptor de Célula Ultrassdénico DES500 500 W
Unique (Indaiatuba, SP, Brasil);

. Zetasizer Nano NS — Malvern Instruments (Malvern, Worcestershire,

Inglaterra).
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4.2 Método

4.2.1 Preparacdo dos carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN)

O desenvolvimento dos CLN foi baseado no trabalho conduzido por Sato e
colaboradores (2017), com modificacdes, pelo método de fusdo-emulsificacéo.

Neste método, inicialmente, a formulagdo contendo como fase lipidica foi
composta de 2,0% de estearato de polioxietileno 40 (EP), 2,0% de triglicérides do
acido caprico/caprilico (TGACC) e 0,9% de 0leo de ricino (OR). Como fase aquosa,
utilizou-se o Pluronic® PF-127 na concentracéo de 3,5% e agua destilada.

Os componentes da fase aquosa e da fase lipidica foram pesados em
béqueres separados, de modo que a fase aquosa foi aquecida a 60 °C e a fase
lipidica a aproximadamente 5-10 °C acima do ponto de fusdo do lipidio. A fase
aguosa contendo o tensoativo foi vertida sobre a fase lipidica fundida sob constante
agitacdo, dando origem a uma pré-emulséo

A disperséo da pré-emulséo foi realizada por sonicador com amplitude de
35%, em modo descontinuo por 4 minutos com intervalo de 30 segundos a cada 60
segundos. Durante todo o processo de sonicacdo, as formulagcdes foram resfriadas
em banho de gelo para que ocorra a cristalizagao lipidica e a formacédo dos CLN. A
fim de eliminar o titanio desprendido da haste durante o processo de sonicacéo, as
formulacdes foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos. Em seguida, foram
acondicionadas em frascos ambares e mantidas em geladeira.

Os CLN foram preparados no Laboratério de Desenvolvimento e
Caracterizacdo de Produtos Farmacéuticos (LDCPF) na Universidade Estadual da
Paraiba (UEPB - Campina Grande, Paraiba, Brasil).

4.2.1.1 Incorporacéo do FS no CLN
O fotossensibilizador (zinco 1,2,3,4,8,9,10,11,15,16,17,18,22,23,24,25-

hexadecafluoro 29H, 31H-ftalocianina) foi utilizado para este estudo, e adquirido
comercialmente pela SIGMA-ALDRICH.
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Na preparacao de CLN acrescidos de ftalocianina, a técnica de preparacéo
foi a mesma, sendo que a ftalocianina foi dispersa na fase lipidica fundida na
concentragéo de 1% em relacdo a massa lipidica.

Essa etapa foi realizada no Laboratério de Desenvolvimento e
Caracterizacdo de Produtos Farmacéuticos (LDCPF) na Universidade Estadual da

Paraiba (UEPB - Campina Grande, Paraiba, Brasil).

4.2.2 Caracterizagao fisico-quimica dos CLN com e sem FS

4.2.2.1 Determinacéo do tamanho médio e do potencial zeta (PZ)

O diametro das goticulas e a analise do PZ dos CLN foram determinados
pela técnica de correlacdo de fotons (conhecida como Dynamic light sacattering-
DLS) e mobilidade eletroforética das nanoparticulas, respectivamente, utilizando o
equipamento Zetasizer Nano NS (Malvern Instruments). Ambas as medidas foram
realizadas com temperatura constante de 25 °C. As amostras foram diluidas em
agua ultra-purificada (1:100), mantidas em frascos fechado, vertidas em uma
cubeta e colocadas na célula eletroforética em um angulo de dispersao de 90°. Para
cada amostra foram realizadas 3 determinacfes foram analisadas nos tempos de
24 horas, 15,30, 45, 60 e 90 dias. O estudo foi realizado no Departamento de
Farmacotécnica da Universidade Estadual Paulista (UNESP, Araraquara, Sao

Paulo, Brasil).

4.2.2.2 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A analise morfologica das CLN sem e com FS foi realizada por microscopia
eletrbnica de transmissdo. O tamanho e morfologia dos CLN foram caracterizados
através de microscopia eletrbnica de transmissdao JEM-100CX2 (JEOL). Este
equipamento pertence a Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto da Universidade
de Sé&o Paulo.

Para o preparo das amostras consiste em adicionar uma pequena aliquota
na grade de niquel, seguido da remocao do excesso de amostra por um papel filtro.
A contratacdo negativa entéo foi realizada pela adicdo de uma gota de solucao de
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acetato de uranila a 1% (m/v), foi adicionado sobre as amostras no intuito de
melhorar o contraste das imagens. Ap6s 10 minutos, o excesso de liquido foi
removido, e a amostra secada a temperatura ambiente. As imagens foram

adquiridas no microscopio a uma voltagem de 100 kV.

4.2.2.3 Eficiéncia de encapsulacéo (EE%)

Para avaliar a eficiéncia de encapsulamento (EE%), as amostras de CLN-FS
foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 30 minutos. Apds este procedimento, 0s
sobrenadantes foram filtrados usando filtros de Minisart® NML de acetato de
celulose, visando separar a FS precipitada da encapsulada. A quantidade do FS
encapsulada no CLN foi baseada no seu espectro de absor¢ao (A= 677 nm). Assim,

a EE foi estimada de acordo com a Equacéo 1.

Equacdo 1 — Calculo para a eficiéncia de encapsulacéo (%).
EE (%) = M1/ MT x 100

Onde EE ¢ a eficiéncia de encapsulacdo do FS em %, M1 é a absorbancia
do FS encapsulado no CLN e MT é a absorbancia teérica de FS usada no CLN
(FADEL et al, 2010).

A EE foi realizada no Laborat6rio de Desenvolvimento e Caracterizagcédo de
Produtos Farmacéuticos (LDCPF) na Universidade Estadual da Paraiba (UEPB -

Campina Grande, Paraiba, Brasil).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Preparacdo dos carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN)

A preparacao dos sistemas nanoestruturados ocorreu como descrito no item
4.2.1, de acordo com os métodos utilizados por Sato et al (2017), no entanto, com
algumas modificagBes. A estrutura lipidica foi constituida por TGACC, EP, OR,
contudo o Pluronic® PF-127 foi selecionado como tensoativo devido ao seu efeito
de estabilizacdo estérica, evitando a agregacdo de particulas. O trabalho foi
realizado utilizando o método de fusdo seguida de emulsificacdo por sonicacéo, a
partir dos parametros estudados de acordo com velocidade e tempo. Ele foi
utilizado principalmente por reduzir o tamanho das particulas para escala
nanometrica, além de ser uma técnica segura, bem estabelecida e que pode ser
facilmente reproduzida em larga escala (GANESAN; NARAYANASAMY, 2017).

De modo a promover a incorporacdo do FS, este foi adicionado na fase
lipidica durante a etapa da preparacdo de producdo para CLN. Esse método é
capaz de incorporar farmaco hidrofébico, como no caso da Fc, permitindo que o
mesmo fique retido e disperso dentro da fase lipidica (OSHIRO JUNIOR et al,
2020).

Os CLN sem o FS se apresentaram como um sistema homogéneo, opaco e
sem processos de instabilidade como floculagcdo, cremacdo ou coalescéncia
(Figura 5a). A Fc, por ser um po6 sélido com coloracdo azul escura, quando
incorporada nos CLN, revelou uma alteracdo em relacdo ao aspecto visual, se

apresentando opalescente e levemente azulado (Figura 5b).

Figura 5 — Caracteristicas macroscoépicas
dos CLN (a) e CLN-ES (b).

1

a) b)

onte: Dados da pesquisa
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5.2 Caracterizacdao fisico-quimica das formulacdes

5.2.1 Determinacao do diametro hidrodinamico médio (DMN) das particulas,
indice de polidisperséo (IPD) e Potencial Zeta (PZ)

Algumas caracteristicas como os tipos de lipidios e tensoativos utilizados na
composicdo dos CLN, assim como suas concentragbes, podem influenciar no
tamanho das particulas, viscosidade e estabilidade do sistema (KUMAR;
RANDHAWA, 2013). Conforme descrito por Danaei et al (2018), o uso de 6leo de
ricino hidrogenado etoxilado 40-OE na matriz lipidica e Pluronic® F-127 como
tensoativo possibilitam a incorporacéo de substancias ativas lipofilicas, prevenindo
0 aumento do tamanho das particulas e possiveis instabilidade durante o seu
periodo de armazenamento.

Os CLN desenvolvidos nesse estudo (com e sem o FS) foram avaliados
durante um periodo de 90 dias por meio da Determinacdo do Diametro
Hidrodinamico (DMN), indice de Polidispersédo (IPD) e Potencial Zeta (PZ) a partir
da técnica de espectroscopia de correlacdo de fotons (BELOQUI et al, 2016;
BUNJES, 2011; DE PAULA et al, 2013). Estes parametros estdo diretamente
associados com o inicio da perda de estabilidade dos sistemas (KOVALCHUK et
al, 2009; MITRI et al, 2011).

Os dados foram expressos com a andlise estatistica ANOVA, seguida do
pos-teste de Tukey (p < 0,05), e com média + desvio padrdo (DP), estando

descritos nas Tabelas 1 e 2.



Tabela 1 — Determinacdo do diametro hidrodinamico, do indice de

polidispersdo e do potencial zeta dos carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN).
Dias | Diametro médio (nm) IPD PZ (mV)
1 162,6 (£ 1,82)2 0.23 (£ 0,01) | -15,30 (+0,18)2P
7 159,3 (+ 1,81)° 0.21 (£ 0,01)° | -15,80 (£ 0,43)"
15 164,2 (£1,61)° 0,19 (£ 0,01)¢P | -17,79 (£ 0,29)°
21 164,6 (£ 1,95)° 0,20 (+ 0,01)%P | -25,10 (+0,52)¢
28 163,3 (£ 1,90)° 0,18 (+ 0,02)%¢ | -15,60 (4 0,41)°
45 151,6 (+ 1,00)° 0,17 (£ 0,01)®d | -13,50 (£ 0,48)°9
60 160,1 (£ 1,37)¢ 0,16 (+ 0,2)"¢49 | -17,60 (+ 0,15)"°
90 154,4 (¢ 1,07)" 0,15 (£ 0,02)9ef | -12,20 (4 0,70)9
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Simbolos iguais indicam valores sem diferenca estatistica significativa (p<0,05).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1, pode ser observado
gue os CLN sem FS apresentam durante os dias 1 e 90, tamanho médio entre
151,6 + 1,00 nm a 164,6 + 1,95 nm, confirmando que as particulas se mantiveram
na faixa nanométrica. Nota-se pequena diferenca no tamanho das particulas entre
os dias 45 (151,6 + 1,00 nm) e 90 (154,4 + 1,07 nm) (ANOVA, one way, p < 0,05).
No entanto, as suspensdes coloidais que sofrem pouca ou nenhuma variagado no
tamanho de suas particulas durante o processo de estocagem séo classificadas
como sistemas estaveis (KOVALCHUK et al, 2009; VAGHASIYA et al, 2013).

Em estudos utilizando sistemas compostos por TGACC, Poloxamer 407,
Jansook et al (2019) obtiveram resultados de particulas de NLS com tamanho
meédio de 127,6 + 3,7 nm e 203,4 + 6,4 nm para CLN. Da mesma forma, Sato et al
(2017), desenvolveram CLN a partir de TGACC, OR hidrogenado e Poloxamer 407,
obtendo valores de diametro médio que variaram de 111,7 + 21,86 nm a 122,00 +
8,70 nm, durante 60 dias de estudo. Portanto, os resultados de diametro médio
encontrados no presente trabalho mostram concordancia com os obtidos na
literatura para sistemas nanoestuturados.

Com a incorporacdo do FS no CLN, leves alteragbes nos tamanhos de
particulas foram observadas, no qual resultou no aumento do didmetro médio de
158,00 + 1,49 nm a 188,50 + 0,71 nm, durante os 90 dias de estudo (Tabela 2),
entretanto essa diferenca ndo se mostrou significativa. Meerovich et al (2019) e
Rodrigues et al (2019), incorporaram ftalocianina em nanoparticulas e obtiveram
semelhantes, sendo este aumento explicado pela

resultados ligacao
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intermoleculares das moléculas do ativo na matriz lipidica (ALMEIDA et al, 2012;
KUMAR; RANDHAWA, 2013; PATRA et al, 2018).

Tabela 2 — Determinagdo do diametro hidrodinamico, do indice de
zeta dos carreadores lipidicos
nanoestruturados com fotossensibilizador (CLN-FS).

plidispersdo e do potencial

Dias | Diametro médio (nm) IPD PZ (mV)
1 158,00 (+ 1,49)2 0,21 (£ 0,02)2 | -17,70 (+ 0,54)2¢
7 163,60 (+ 1,51)° 0,20 (£ 0,02)2 -19,90 (= 0,57)°
15 167,80 (x 1,86)° 0,20 (£ 0,01)2 -18,63 (= 0,35)°
21 164,70 (x 0,58)4°b 0,18 (x 0,01)»2 | -18,20 (+ 0,66)°
28 165,00 (+ 1,49)4b 0,19 (£ 0,01)»2 | -17,80 (+ 0,78)2
45 188,50 (£ 0,71)® 0,22 (+ 0,02)°2 | -24,20 (+ 0,54)¢
60 174,00 (* 1,65)f 0,15 (x 0,01)%° | -14,60 (= 0,32)¢
90 161,80 (+ 0,70)9P 0,13 (£ 0,02)%4 | -19,90 (+ 0,50)"b

Simbolos iguais indicam valores sem diferenca estatistica significativa (p<0,05).

A comparacéo estatistica pelo teste de Tukey para os valores de diametro

médio identificou que os CLN com e sem incorporacdo do FS apresentaram

diferenca de tamanho (p < 0,05), porém sem alteracdes significativas nos dias 21

(164,6 + 1,95 nm e 164,70 + 0,58 nm). E importante destacar que o tamanho médio

maior das nanoparticulas contendo o ativo em relacéo as que nao continham a Fc

propde que as moléculas do ativo estédo inseridas na matriz lipidica (ALMEIDA et

al, 2012; GOTO et al, 2017; KUMAR; RANDHAWA, 2013; PATRA et al, 2018).

Figura 6 — Média e desvio padrdo (DP) do diametro médio (DM), indice de
polidispersdo (IPD) e potencial
nanoestruturados (CLN) livres e carregados com FS (CLN-FS) - periodo de 90
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Além do diametro médio das particulas, também foi obtido o IPD,
considerado um importante parametro para avaliar a homogeneidade de uma
amostra e que se baseia na distribuicdo do tamanho das nanoparticulas (CHU; LIU,
2000). A obtencdo do IPD das formulagbes de CLN pode ser influenciado por
parametros como composicdo de matriz lipidica, proporcdo de fase aquosa e
oleosa e pelo método utilizado na preparacédo (DAS et al, 2011; GOTO et al, 2017).
Sao considerados valores 6timos de IPD aqueles que encontram-se abaixo de 0,35,
indicando particulas mais homogéneas (DAS NEVES; SARMENTO, 2015;
MULLER et al, 2002a).

Os CLN e os CLN-FS apresentaram valores médios de IPD menores que
0,23 £ 0,01, caracterizando homogeneidade do sistema. Contundo, as formulacdes
de CLN-FS apresentaram variacdes ao longo dos 90 dias (PDI= 0,21 £ 0,02 a 0,13
+ 0,02) com diferencas estatisticas significativas (ANOVA, com pos-teste de Turkey
p < 0,05 (TABELA 1 e 2). Desse modo, pode-se afirmar que, mesmo apresentando
variacbes, os valores de IPD permaneceram inferiores a 0,3, configurando um
sistema homogéneo, estavel e sem alteracbes que prejudiquem sua estabilidade
fisica (BHATTACHARJEE, 2016; DAS et al, 2012).

O potencial zeta (PZ) avaliado indicou a média geral das cargas que sao
adquiridas pelas particulas a partir de um determinado meio. Esse parametro pode
ser considerado uma referéncia para controlar a estabilidade de sistemas coloidais,
uma vez que indica a intensidade de repulsdo entre as particulas na dispersao
(BHATTACHARJEE, 2016; CALIXTO et al, 2016; KOTAL; BHOWMICK, 2015).

Ainda observando as Tabelas 1 e 2, o PZ das formulacdes de CLN e CLN-
FS demonstraram valores médios entre -25,10 + 0,52 e -12,20 £ 0,70 e entre -24,20
+ 0,54 e -14,60 + 0,32, respectivamente, ao longo de 90 dias. Os resultados do PZ
obtidos nesse trabalho mostraram concordancia com os estudos desenvolvidos por
Garg e Singh (2011) e por Oshiro Junior et al (2020).

De acordo com a literatura, particulas com valores de PZ entre 30 a 50 mV
(valor em modulo) sdo considerados altamente estaveis, porém particulas com
valores entre + 10-20 mV e = 20-30 mV sao relativamente estavel e
moderadamente estaveis, respectivamente (BHATTACHARJEE, 2016; MITRI et al,
2011). Esse fato atribui para que as particulas nos valores proximos de -20 mV
permanecam com estabilizacido eletrostatica (SOUTO; MULLER, 2005). A
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presenca do Pluronic® F127 (tensoativo ndo-idnico) nas formulacdes permite que
ocorra um impedimento estérico, 0 que garante estabilidade nos sistemas
nanoestruturados a longo prazo e impede a agregacgéao das particulas. J4 os valores
negativos obtidos neste trabalho podem ser explicandos pelas carga negativas dos
grupamentos hidroxilas presente no tensoativo (GARG; SINGH, 2011; SAWANT,;
KHAN, 2017; VAGHASIYA et al, 2013).

Diante disso, a veiculagdo de ativos em sistemas nanoestruturados
destinados a via topica tem se tornado cada vez mais frequente para administracao
de agentes antifungicos (CARBONE et al, 2020; DIOGO et al, 2017). Além disso,
nanoparticulas que aderem a mucosa bucal e que permanecem no local por um
periodo prolongado sdo considerados 6timos candidatos para tratamento de
biofilmes de C. albicans, visto que a mucosa apresenta algumas desvantagens
como a renovacao da saliva, degradacdo enzimatica e a falta de permeacéo do
epitélio (GARCES et al, 2018; GUPTA; VYAS, 2012; MITRI et al, 2011; ZHOU et al,
2017).

De acordo com Rencber et al (2016) a aplicacdo do CLN apresenta uma alta
capacidade de adesdo na mucosa oral, devido a sua possibilidade de interagir com
a superficie da cavidade bucal, além de aumentar o tempo de retencdo e assim,
possibilita o acesso direto do farmaco ao local de acéo.

Algumas fungBes das nanoparticulas estdo diretamente relacionadas com
seu tamanho. Ling et al (2018) desenvolveram e caracterizaram carreadores
lipidicos nanoestruturados com objetivo de obter um mucoadesivo com
propriedades antifungicas. Neste caso, o tamanho de particula das formulac¢des de
CNL estavam abaixo 200 nm, PDI de 0,21 e PZ= -31,7 mV, demonstrando que o
tamanho das particulas foram estaveis para a realizacdo do presente estudo. Em
pesquisa realizada por Moazeni et al (2016), revelou que a administracdo in vitro
de nanoparticulas lipidica carregados com fluconazol resultou em um diametro
meédio de 122,60 nm, PDI de 0,291 e PZ de 25 mV, para tratamento de espécies de
Candida.

O encapsulamento de farmaco no nucleo lipidico do CLN permite a
solubilizagdo de farmacos pouco solluveis em agua, como o caso da Fc (TRIGO-
GUTIERREZ et al, 2018). Estudos realizados por Hsieh et al (2019) demostraram
propriedades do tamanho das particulas no qual foi inferior a 325,2 nm, IPD de 0,43
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e PZ de 26,4 £ 3,2 mV, fornecendo evidéncias de estabilidade in vitro de C.
tropicalis com a aplicacédo de TFD. Essas caracteristicas puderam ser corroboradas
nos ensaios de estabilidade realizados no presente trabalho.

A partir disso, pode-se identificar que as formulagbes apresentaram
estabilidade fisica quando avaliadas ao longo dos 90 dias, independentemente se
as CLN envolviam ou néo o FS (Fc), visto que ndo houve aumento ou diminuicao
excessiva no tamanho das nanoparticulas. Os valores de PZ demonstraram
estabilidade das formulacfes. Entretanto, para melhor avaliar a estabilidade é
necessario observar outros fatores como a composicdo da formulacdo, as
propriedades fisico-quimicas e a composi¢cao quimica. Apesar disso, parametros
como tamanho, polidispersdo e PZ fornecem bons indicios a respeito do estado
fisico-quimico da formulacdo (ALVAREZ-LORENZO et al, 2017; MARIN et al,
2017).

5.2.2 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) é uma técnica que vem
sendo empregada para caracterizar o tamanho e morfologia das nanoparticulas.

As fotomicrografias obtidas por MET das amostras de CLN e CLN-FS séo
mostradas na Figura 7 (a) e (b). Os sistemas nanoestruturados apresentaram
estruturas predominantemente esféricas, com bordas bem delimitadas. Morfologias
semelhantes as desse estudo foram observadas na producdo de CLN de outros
pesquisadores (EL-SHERIDY et al, 2019; JAIN et al, 2010). O tamanho das
particulas variou entre 30 a 300 nm. Além disso, a adi¢do do Pluronic® F127 para
prevenir a aglomeracao das nanoparticulas, aumentou a estabilidade, corroboram
com os dados obtidos do DLS.

Houve aumento do tamanho das CLN com a incorporacdo do FS na
formulacdo quando comparando as que ndo tinham FS. Também foi possivel
observar um contraste escuro do CLN com a incorporacdo do ativo. Isso ocorre
pela presenca dos metais presentes no FS e devido a sua hidrofébicidade que gera
cristais imperfeito da matriz lipidica (Figura 7b).

Os resultados encontrados, mostraram-se semelhantes aos do trabalho

realizado por Mo et al, (2018), no qual analisaram e verificaram que a morfologia
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das particulas dos CLN se apresentaram de forma esférica e regular, com
dimensdes nanométricas proximas de 150 nm. Em outro estudo, Almeida et al,
(2018), demonstraram que as imagens das particulas de CLN com o FS, obtidas
por MET, foram relativamente esféricas, de tamanho nanométrico e sem sinais
evidentes de agregacdo. Comparando esses resultados com os obtidos nesse
trabalho, é possivel confirmar que os dados estdo de acordo com o0s sistemas

nanoestruturados preparados.

Figura 7 — Fotomicroscopia dos sistemas nanoestruturados, (a)
CLN e (b) CLN-FS, aumento 50.000x e 370.000x, respectivamente.
a seta indica um contraste escuro do CLN provavelmente referente
ao FS nanoencapsulado.

. it el P oo « 1'un

Fonte: Dados da pesquisa (2020).

5.2.3 Eficiéncia de Encapsulacao (EE%)

7z

A eficiéncia de encapsulagdo (EE%) é uma medida usada para

caracterizacdo de nanoparticulas e estd relacionada com a capacidade que o
sistema possui em reter ou ndo o composto ativo encapsulado. Esse parametro é
dependente da composicdo das nanoparticulas e pode ser influenciada por
variacdes na viscosidade da fase continua e a solubilidade do composto ativo na
fase lipidica (DAS et al, 2011; MITRI et al, 2011; MULLER et al, 2007).

Através da EE% foi possivel verificar a porcentagem do FS que ficou
inserido no CLN. O valor obtido foi de 75,57% * 0,58 (Tabela 3) é considerado alto
(ALMEIDA et al, 2018; OSHIRO JUNIOR et al, 2020) e reflete que grande parte do

FS esta incorporado nas nanoparticulas, o que evita agregacdes.
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Tabela 3 — Resultado da eficiéncia de encapsulacéo (EE%)
do CLN.
Formulacéao EE%
CLN-FS 75,57% £ 0,58
Valor expresso em média e desvio padrédo (n=3).

Esse resultado pode ser explicado devido as proprias vantagens
encontradas em CLN. Devido a presenca de cristais imperfeitos, ocasionados pelo
existéncia do lipidio liquido, espaco para acomodar moléculas de farmaco sao
formados gerando uma melhor capacidade de eficiéncia de encapsulamento e
consequentemente reducdo no tempo de expulsdo do ativo (SHARMA; BALDI,
2018). O resultada da EE% foi corroborado com os dados obtidos por Almeida et al
(2018), onde a eficiéncia de encapsulacdo maxima para CLN-FS foi de 85%.
Comparando esse valor com outros sistema nanoestruturados desenvolvidos com
FS, observou-se que a eficiéncia de encapsulacado do CLN foi maior do que quando
encapsulado em lipossomas, este com EE% maxima de 45% (FADEEL et al, 2018).

Um dos pré-requisito para obtencédo de uma alta capacidade encapsulacéo
¢ alta solubilidade do ativo no lipidio fundido (MULLER et al, 2002b). Além disso,
estudos de revisédo realizados por Bunjes (2011), mostraram que a capacidade de
incorporacao também depende das propriedades fisico-quimicas do farmaco, bem
como da composicdo da matriz lipidica do estado cristalino.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

1. Foi possivel produzir carreadores lipidicos nanoestruturados de tamanho
nanométrico, morfologia esférica e bordas delimitadas;

2. A caracterizacao fisico-quimica revelou valores de potencial zeta negativos
caracteristico dos grupamentos predominantes nos excipientes utilizados no
desenvolvimento do CLN;

3. Os resultados de IPD indicam que o sistema possui baixa polidisperséo;

4. A EE do CLN-FS indicou alta porcentagem de encapsulacdo de um ativo

lipossoluvel.

Perspectivas futuras:
e Realizar estudos para avaliagcdo da atividade e determinagéo do potencial in
vitro contra a culturas planctonicas e biofilmes de C. albicans.
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