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RESUMO

MICELAS DE COPOLIMEROS EM BLOCO A BASE DE MALTOHEPTAOSE
CONTENDO FTALOCIANINA DE MAGNESIO PARA APLICACAO EM TERAPIA
FOTODINAMICA

AUTORA: Lia Mallmann Mattiazzi

ORIENTADOR: Marcos Antonio Villetti

O desenvolvimento de novos nanocarreadores para os chamados fotossensibilizadores (FS)
de terceira geragcdo vém contribuindo significativamente para a evolucdo da terapia
fotodindmica (TFD). Por apresentar maxima absor¢do em comprimento de onda dentro do
intervalo da janela fototerapéutica (600-800 nm), baixa degradac¢éo fotoquimica e adequado
rendimento quantico de oxigénio singleto (®,), a ftalocianina de magnésio (MgPc) é
considerada um FS promissor para utilizagdo em TFD. Entretanto, sua alta hidrofobicidade e
a formacao de agregados diminuem sua atividade fotodindmica em meio fisiol6gico. Assim,
a encapsulacdo da MgPc em nanoestruturas torna-se necessaria, a afim de melhorar sua
biodisponibilidade e aumentar a sua atividade fototerapéutica. A partir dessas
consideracbes, o principal objetivo deste trabalho é encapsular a MgPc em micelas
poliméricas obtidas a partir de copolimeros em bloco baseados em maltoheptaose (MH) e
avaliar a sua atividade fotodindmica. A titulo de comparagdo também foi realizada a
encapsulagdo da MgPc em nanocépsulas de poli-e-caprolactona (PCL). A caracterizagcéo
fisico-quimica dos sistemas nanoestruturados (MH-b-PS@MgPc, MH-b-PMMA@MgPc e
PCL@MgPc) foi realizada através da determinagdo dos valores de diametro hidrodinamico,
indice de polidiperséo, potencial zeta, teor total de MgPc, eficiéncia de encapsulamento e
estabilidade fisica ao longo do tempo utilizando o equipamento LUMiSizer. A atividade
fotodindmica das nanoparticulas foi avaliada a partir do monitoramento da reacdo de
degradacao fotoquimica do supressor quimico 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF). Também
foram avaliados o perfil cinético de liberagéo in vitro da MgPc a partir das nanoestruturas, e
a toxicidade e biodistribuicdo dos nanocarreadores frente aos nematédeos Caenorhabditis
elegans. As nanoestruturas apresentaram tamanhos nanométricos, baixos indices de
polidisperséo (que confirmam a homogeneidade dos sistemas), potencial zeta negativo com
altos valores em maddulo e eficiéncia de encapsulamento acima de 95%. A analise por
LUMiSizer revelou que as micelas poliméricas sao altamente estaveis em meio aquoso, com
estabilidade fisica estimada em trés anos. Avaliando a atividade fotodindmica das
nanoparticulas, concluiu-se que as micelas poliméricas contendo FS sé@o capazes de gerar
oxigénio singleto em niveis satisfatorios para o emprego em TFD, com valores de @,
proximos aos da MgPc ndo encapsulada. As nanoestruturas apresentam perfil sustentado
de liberacdo do FS, com cinética de modelo biexponencial. O estudo de toxicidade
demonstrou que as nanoparticulas causam uma pequena reducdo do desenvolvimento
larval dos C. elegans, mas ndo induzem letalidade quando os vermes sdo expostos a baixas
concentracdes, e que as mesmas estdo majoritariamente distribuidas em células intestinais.
Considerando estes resultados conclui-se que os sistemas nanoestruturados baseados em
maltoheptaose sdo carreadores promissores para a MgPc, com potencial emprego na TFD.

Palavras-Chave: Nanocarreadores. Ftalocianina de magnésio. Copolimeros em bloco.
Maltoheptaose. Terapia Fotodinamica.






ABSTRACT

MALTOHEPTAOSE-BASED BLOCK COPOLYMER MICELLES CONTAINING
MAGNESIUM PHTHALOCYANINE FOR APPLICATION IN PHOTODYNAMIC
THERAPY

AUTHOR: Lia Mallmann Mattiazzi
ADVISOR: Marcos Antonio Villetti

The development of new nanocarriers for the so-called third-generation photosensitizers (FS)
has contributed significantly to the evolution of photodynamic therapy (PDT). Due to its
maximum absorption at wavelengths within the phototherapeutic window range (600-800
nm), low photochemical degradation, and adequate singlet oxygen quantum yield (®a),
magnesium phthalocyanine (MgPc) is considered a promising FS for use in PDT. However,
its high hydrophobicity and formation of aggregates decrease its photodynamic activity in a
physiological environment. Thus, the encapsulation of MgPc in nanostructures becomes
necessary to improve its bioavailability and increase its phototherapeutic activity. From these
considerations, the main objective of this work is to encapsulate MgPc in polymeric micelles
obtained from block copolymers based on maltoheptaose (MH) and evaluate its
photodynamic activity. By way of comparison, the encapsulation of MgPc in poly-e-
caprolactone (PCL) nanocapsules was also performed. The physicochemical
characterization of the nanostructured systems (MH-b-PS@MgPc, MH-b-PMMA@MgPc, and
PCL@MgPc) was carried out by determining the values of hydrodynamic diameter,
polydipersion index, zeta potential, the total content of MgPc, encapsulation efficiency and
physical stability over time by LUMiSizer. The photodynamic activity of the nanopatrticles was
evaluated by monitoring the photochemical degradation reaction of the chemical suppressor
1,3-diphenylisobenzofuran (DPBF). The kinetic profile of in vitro release of MgPc from the
nanostructures and the toxicity and biodistribution of the nanocarriers against the nematodes
Caenorhabditis elegans were also evaluated. The nanostructures presented nanometric
sizes, low polydispersion indices (which confirm the homogeneity of the systems), negative
zeta potential with high modulus values, and encapsulation efficiency above 95%. Analysis
by LUMiSizer revealed that the polymeric micelles are highly stable in aqueous medium, with
an estimated physical stability of three years. Evaluating the photodynamic activity of the
nanoparticles it was concluded that polymeric micelles containing FS are capable of
generating singlet oxygen at satisfactory levels for use in PDT, with ®, values close to those
of unencapsulated MgPc. The nanostructures present a sustained FS release profile, with
biexponential model kinetics. The toxicity study showed that the nanoparticles cause a small
reduction in the larval development of C. elegans, but do not induce lethality when the worms
are exposed to low concentrations, and that they are mostly located in intestinal cells.
Considering these results, it is concluded that nanostructured systems based on
maltoheptaose are promising carriers for MgPc, with potential use in PDT.

Keywords: Nanocarriers. Magnesium phthalocyanine. Block coplymers. Maltoheptaose.
Photodynamic therapy.
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1 INTRODUCAO

Desde o surgimento do universo, a luz desempenha um papel central na
manutencdo da vida em nosso planeta. Para os seres humanos, a presenca de luz
sempre foi muito associada a protecdo e saude. A adoracdo ao sol e seus deuses,
banhos e outros rituais de povos antigos foram o principio da relagdo da luz com a
prevencdo e tratamento de doencas. Com o passar dos séculos, fomos
compreendendo melhor a sua natureza e, somente no final do século XIX, foram
constatadas relacfes diretas entre morte celular e a luz, iniciando assim sua
aplicacdo médica (MCDONAGH, 2001).

Em 1877, Downes e Blunt demonstraram a letalidade de raios ultravioleta,
denominados “componentes actinicos” da luz, em microorganismos e bactérias. Ja
Raab, em 1900, comprovou a toxicidade de substancias quando expostas a luz. Ao
realizar experimentos, durante uma tempestade, com protozoarios e acridina
(C13H9N), um composto organico heterociclico de nitrogénio, Raab acabou por
constatar um aumento na toxicidade do composto. Ao reproduzir os experimentos
podde-se comprovar a maior eficacia da combinacdo acridina e luz quando
comparado a acridina e luz aplicadas individualmente. Raab explicou os resultados
utilizando como base a propriedade fluorescente deste corante organico, e afirmou
que havia uma troca de energia entre a luz e a acridina (ACKROYD et al, 2001).

Foi um laureado com o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina, Niels Ryberg
Finsen, em 1903, quem aplicou pela primeira vez a fototerapia a nivel clinico,
utilizando luz vermelha no tratamento de variola. Manipulando filtros e lentes de
quartzo, Finsen foi capaz de filtrar a luz solar e direciona-la as lesbées de interesse
(FINSEN, 1903).

A partir dessas descobertas, entdo, Hermann von Tappeiner, em 1904,
cunhou o termo “agédo fotodindmica”. Essa se refere a reagdes entre um
fotossensibilizador (FS) e a luz, na presenca de oxigénio molecular (302) (DIAS et al,
2020).

Mais tarde, em 1907, o termo terapia fotodinAmica (TFD) surgiu para melhor

descrever o meétodo de tratamento baseado na geracdo do citotoxico oxigénio
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singleto (*O2) e espécies reativas de oxigénio (EROs) através da interacdo entre um
FS e foétons de uma fonte de luz com comprimentos de onda especificos (1), na
presenca de 302 (DANIELL e HILL, 1991). O A utilizado na TFD varia de acordo com
o FS, uma vez que tem relacdo com sua banda de absor¢éo, no entanto indica-se
estar entre 630 e 850 nm, intervalo da chamada “janela fototerapéutica”
(DABROWSKI, 2017).

Depois de geradas, as EROs causam estresse oxidativo, promovendo morte
celular direta ou através do dano a estruturas celulares, como a oclusdo vascular. A
erradicacao das células de interesse ainda pode ser acompanhada da inducédo de
reacoes inflamatdrias locais e desenvolvimento de imunidade antitumoral sistémica,

uma espécie de “memoaria” antitumoral a longo prazo (DABROWSKI, 2017).

Parte essencial para o sucesso da TFD também é a escolha do
fotossensibilizador. Um bom FS deve ser biologicamente estavel, apresentar baixa
toxicidade e retencao seletiva no organismo, além de possuir alta capacidade de
gerar 'Oz e ndo ser citotéxico na presenca de luz natural (ALLISON et al, 2004;
YANO et al, 2011).

Uma das familias de FS mais utilizadas na TFD é a das ftalocianinas (Fc),
moléculas organicas sintéticas, quimicamente estaveis, similares as porfirinas. Elas
possuem propriedades foto e semicondutoras, reatividade fotoquimica e ampla

aplicabilidade bio-orgéanica e tecnolégica (EL-KHOULY et al, 2004).

Devido a sua estrutura eletrdnica, as Fc possuem bandas de absorcdo na
regido do vermelho (dentro da janela fototerapéutica) e apresentam alta
absortividade molar, o que as torna apropriados FS. Sua baixa absorcéo entre 300 e
600 nm (bandas B ou soret) também € um ponto positivo, pois diminui a
citotoxicidade por exposigcdo a luz visivel, um efeito colateral de muitos FS ja
conhecidos (DA, BROWSKI et al, 2016; DE SOUZA et al, 2016).

Muitos FS trazem consigo um desafio atrelado a sua natureza: baixa
solubilidade e tendéncia de formar dimeros e agregados em meio aquoso. Essas
propriedades interferem na biodisponibilidade do FS, e diminuem seu desempenho
de atividade fotoquimica (RAK et al, 2019).
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Em busca de suprimir essas caracteristicas, € cada vez mais comum a
encapsulacdo e conjugacado de FS utilizando polimeros. Essa combinagdo vem
permitindo a protecdo dessas substancias em ambientes criticos, e também o
acumulo seletivo e liberacdo controlada no organismo, 0 que aumenta a
biodisponibilidade do FS, tornando possivel uma diminuicdo de dosagem
(BAMRUNGSAP et al, 2012).

Os polimeros utilizados para producdo de nanoparticulas (NP) podem ser de
origem natural ou sintética. S&o exemplos comuns de polimeros sintéticos aplicados
em nanoestruturas o &cido polildtico (PLA), acido poliglicélico (PGA), poli(e-
caprolactona) (PCL), etil celulose e quitosana e seus derivados. Ja alginato,
dextrana, amido e pectina (polissacarideos), caseina e gelatina (proteinas) séo

exemplos de macromoléculas extraidas de fontes naturais (RAK et al, 2019).

Outra possibilidade na formulacdo de NPs é o uso de copolimeros em bloco
(CPB), obtidos a partir do arranjo de dois ou mais blocos poliméricos, como por
exemplo a maltoheptaose-bloco-poliestireno (MH-b-PS) (OTSUKA et al, 2013), a
maltoheptaose-bloco-polimetiimetacrilato  (MH-b-PMMA) (ZEPON et al, 2015;
ZEPON et al, 2016) e maltoheptaose-bloco-poliisopreno (MH-b-PI) (CALDAS et al,
2020). As nanoestruturas resultantes do processo de auto-organizacdo controlado
de CPB sao micelas poliméricas nanométricas, que encapsulam diferentes tipos de
substancias majoritariamente hidrofébicas (OTSUKA et al, 2013).

Apesar dos ja citados beneficios da encapsulacédo de FS, e do uso crescente
de CPB baseados em acUcares naturais, como € o caso da MH-b-PS e MH-b-
PMMA, sdo poucos os trabalhos disponiveis na literatura que fazem a associacao
dessas substancias. Com base nessas informacdes, o presente trabalho avaliou o
efeito da encapsulacdo em meio aquoso de ftalocianina de magnésio (MgPc) em
trés diferentes sistemas nanoestruturados, utilizando os copolimeros em bloco MH-
b-PS e MH-b-PMMA e, a titulo de comparacdo, o polimero poli-e-caprolactona.
Foram avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas das NP, como diametro
hidrodindmico (Dh), potencial zeta (§), indice de polidispersdo (PDI), eficiéncia de
encapsulamento (EE) e teor total de MgPc (TT). Além disso, foram determinadas a
estabilidade fisica das formulacbes em meio aquoso, 0 rendimento quantico de
oxigénio singlete (®,), o perfil cinético de liberagdo in vitro do FS e a citotoxicidade
frente & Caenorhabditis elegans.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Encapsular o composto ftalocianina de magnésio (MgPc) em nanoparticulas
de copolimeros em bloco baseados em maltoheptaose, caracterizar e avaliar suas
propriedades fisico-quimicas, atividade fotodinamica, cinética de liberacdo e

toxicidade visando seu emprego em terapia fotodinamica.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Otimizar e obter formulacdes termodinamicamente estaveis de nanoparticulas
utilizando os copolimeros em bloco MH-b-PS e MH-b-PMMA contendo MgPc, em
meio aquoso. A titulo de comparacdo o composto serd encapsulado em NPs de
PCL, visando verificar as diferencas entre os sistemas nanoestruturados (micela e

nanocapsula polimérica);

- Caracterizar as nanoparticulas de acordo com seu tamanho, indice de

polidispersao e potencial zeta;

- Determinar a eficiéncia de encapsulamento e o teor total de MgPc das

nanopaticulas;

- Avaliar a atividade fotodinamica através da determinacdo do rendimento quantico
de oxigénio singleto da MgPc livre e encapsulada, pela fotodegradacdo do supressor

quimico 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) em dimetilsulfoxido (DMSO);

- Determinar a cinética de liberac&o in vitro das formulacdes de nanocarreadores

contendo MgPc utilizando o método do saco de dialise;

- Avaliar a estabilidade e o tempo de prateleira das formula¢gbes de nanocarreadores

utilizando o equipamento LUMiSizer.
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- Avaliar a toxicidade das formulacdes de nanoparticulas através de ensaios de taxa

de sobrevivéncia e desenvolvimento larval de Caenorhabditis elegans.

- Avaliar a biodistribuicdo das nanoparticulas em nematédeos Caenorhabditis

elegans através da técnica de microscopia confocal.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 TERAPIA FOTODINAMICA

A Terapia Fotodindmica (TFD) € relatada na literatura como um método
alternativo e minimamente invasivo para o tratamento de doencas oncologicas e nao
oncoldgicas (YANO et al, 2011; MASTER et al, 2012). Atualmente a TFD € aplicada
em nivel mundial para tratamento clinico de doencas como cancer de pulmdo em
estagios iniciais e avancados (DOUGHERTY, 1983), cancer de bexiga (RAILKAR e
AGARWAL, 2018), melanoma (SHAO et al, 2021; ZHONG et al, 2021), cancer
gastrointestinal (KIM e PARK, 2010), e também na medicina estética combatendo a
degeneracédo relacionada a idade (RAK et al, 2019). Por fazer uso de fontes de luz
nao ionizantes, a TFD apresenta vantagem em relagdo a métodos classicos como a
radioterapia. Além disso, o acumulo seletivo do FS, juntamente da irradiacao
localizada em células e tecidos doentes, conferem ao tratamento menos efeitos
colaterais e menor toxicidade em tecidos saudaveis (LIM et al, 2013; MASTER et al,
2012).

A base para o tratamento com TFD é a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), que sdo citotoxicos capazes de causar necrose e apoptose,
levando a morte celular (SHANMUGAPRIYA e KANG, 2019). O mecanismo para
geracdo dessas espécies envolve (i) a administracdo de uma substancia
fotossensivel seguida de um tempo de espera para a maxima diferenciacdo entre
células normais e doentes; e (ii) a irradiacdo da area de interesse com uma fonte de
luz que emita fétons na regido do visivel ou infravermelho proximo causando a
destruicdo do tecido anormal (BONNETT e MARTINEZ, 2001).

Os valores de A do feixe de luz utilizado na TFD s&o baseados na interacao
da luz com os tecidos. Em A menores que 630 nm os fétons sdo absorvidos por
substancias endogenas fluoroforas, como hemoglobina e melanina, ao passo que
em A maiores que 850 nm efeitos termais e o alto espalhamento de luz causado
pelos tecidos geram uma limitacdo na penetrabilidade dos fétons (DABROWSKI,

2017). Indica-se entdo que sejam utilizadas na TFD fontes de luz com A entre 650
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and 850 nm, intervalo da chamada “janela fototerapéutica”, onde ocorre uma
penetracdo mais efetiva da luz nos tecidos (Figura 1). Faz-se necessaria também a
escolha de um FS que possua absor¢cdo maxima nesse intervalo de comprimentos
de onda, para que o efeito fotodinamico seja intensificado (SHANMUGAPRIYA e
KANG, 2019).

Figura 1 — Profundidade de penetracdo da luz em tecidos biolégicos para diferentes faixas de
comprimento de onda.

P }» Epiderme

> Derme

} Tecido subcutaneo

Fonte: Prépria autora.

Como demonstrado pelo diagrama de Jablonski (Figura 2), ao absorver fétons
provenientes de uma fonte de luz com comprimento de onda especifico, o FS passa
do estado fundamental (So) para o estado singleto excitado (S1*), que é altamente
instavel. A molécula de FS no estado Si1* pode liberar a energia absorvida de trés
formas diferentes: por fluorescéncia, conversao interna ou por um cruzamento
intersistema através do acoplamento spin-6rbita. Processos de fluorescéncia e
conversdo interna ndo sdo os caminhos desejados na TFD, mas se provam uteis,

por exemplo, na deteccdo e mapeamento de tumores (KATA et al, 2016). No caso
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de liberag&o de energia por cruzamento intersistema, o FS passa ao estado excitado
tripleto (T1*), que tem meia-vida de microssegundos. Esse intervalo de tempo é
suficiente para o FS interagir com as moléculas disponiveis no meio e voltar ao
estado fundamental transferindo seus elétrons ou energia para substratos organicos
em reacdes do Tipo | e Il respectivamente (MFOUO-TYNGA et al, 2021).

Figura 2 — Diagrama de Jablonski.
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Fonte: traduzido de Wikimedia Commons (Disponivel em: https://commons.wikimedia.org/wiki/
File:Diagramme_de_Jablonski-EU.jpQg)

A reacdo que envolve a transferéncia de elétrons (Tipo I) leva a formacéo de
EROs como radicais catidnicos e anionicos, radicais hidroxil, peroxil e superéxidos.
Ja a reacdo do tipo Il envolve a transferéncia direta de energia entre o estado T1* do
FS e 302 disponivel no meio, causando a inversdo do spin do elétron e gerando 102
(YANO et al, 2011). Vale destacar que as reacOes do Tipo | e Il podem acontecer
simultaneamente, e que tanto as EROs geradas pela transferéncia de elétron quanto

o 102 sdo capazes de reagir com moléculas biolégicas (como proteinas e
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aminoacidos) causando estresse oxidativo (BACELLAR et al, 2015; CASTANO et al,
2005).

3.1.1 Fotossensibilizadores

Os fotossensibilizadores sdo compostos sensiveis a luz, capazes de capturar
energia luminosa na forma de fétons e transferi-la para outras moléculas (ACKROYD
et al, 2001). Um bom FS possui baixa toxicidade, estabilidade quimica, alto
rendimento quantico de 'Oz (®,), além da seletividade a células e tecidos doentes e
facil eliminacdo do organismo. Outro fator determinante para o uso de um FS € sua
ativacdo, que deve ocorrer somente quando irradiado com feixes de luz em
comprimentos de onda especificos, evitando assim efeitos de fotossensibilidade
prolongada (ALLISON et al, 2004).

Também vem sendo levados em consideracdo, como descrito por Allison e
Sibata (2010), o custo e a disponibilidade comercial dos FS. Além da
reprodutibilidade e confiabilidade é necessario que as formulacdes sejam acessiveis,
permitindo que a TFD seja um tratamento integrativo e complementar a outras
intervencdes oncologicas (BAMRUNGSAP et al, 2012).

Véarios compostos com propriedades fotossensibilizantes sédo relatados na
literatura, como as porfirinas, as clorinas e os corantes (ALLISON et al, 2004; RAK et
al, 2019). Uma das classificacdes utilizadas para esses compostos € baseada no
periodo em que foram desenvolvidos, e 0s separa em 123, 22 e 32 geracdes. A
primeira geragdo de fotossensibilizadores é formada por moléculas derivadas da
hematoporfirina (HpD), um macrociclo aromatico estavel com altos rendimentos de
102 e absorgdo na regido do vermelho. Apesar da ampla distribuicdo comercial e
consolidacdo na literatura (Photosan®, Photohem®), os FS de primeira geracdo
possuem desvantagens consideraveis como a baixa seletividade, complexidade da
mistura de componentes, fotossensibilidade prolongada e baixa absor¢céo na janela
fototerapéutica (BONNETT e MARTINEZ, 2001; MFOUO-TYNGA et al, 2021). Um
exemplo é o farmaco Photofrin®, considerado o “pai” dos FS modernos, que vem

sendo utilizado no tratamento de cancer de bexiga, pele, pulméo e esbéfago, mas
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possui producdo ineficiente de 'O: através da irradiacdo em 630 nm (dentro da
janela fototerapéutica) e prolongada retengdo no organismo, causando
fotossensibilidade a luz visivel e toxicidade em tecidos normais (ALLISON e SIBATA,
2010).

A segunda geracao de fotossensibilizadores surgiu no final dos anos 1980, e
engloba compostos sintéticos purificados, como clorinas, porfirinas, curcumina e
pirréis. Apesar da semelhanca estrutural com a HpD, esses FS apresentam alta
absorcdo na regido da janela fototerapéutica, implicando em pouca ou nenhuma
toxicidade na auséncia de luz, alta taxa de producdo de EROs e acumulo seletivo
em tecidos devido ao efeito EPR (efeito de permeabilidade e retencdo aumentada)
(RAK et al, 2019). Bown e colaboradores (1986) abriram o caminho ao demonstrar
que a ftalocianina de cloro-aluminio sulfonada produz fotossensibilizacdo mais
prolongada que a HpD, e ao mesmo tempo causa menor sensibilidade a luz

ambiente.

Dentre os FS de 22 geracdo também estdo as ftalocianinas (Fc), compostos
semicondutores que possuem em sua estrutura anéis benzénicos ligados a cada
uma das quatro subunidades pirrélicas, conectadas entre si por atomos de nitrogénio
(Figura 3). Seu arranjo altamente conjugado lhe confere baixa solubilidade e
tendéncia a formar agregados em solugcdo (associagcéo coplanar por interagbes do
tipo empilhamento Tr-1m) (Figura 4), estabilidade e resisténcia a degradacdes
qguimicas e fotoquimicas (LI et al, 2019; LIM et al, 2013; RAK et al, 2019). Além
disso, as Fc possuem forte absorbancia na regido de 670 nm, ideal para uso em
TFD. Esses FS podem ser ativados com doses de 100 J/cm?, e por sua
caracteristica extremamente hidrofébica tendem a se acumular nas mitocondrias,

causando necrose e apoptose celular (BACELLAR et al, 2015).

Com o objetivo de melhorar a solubilidade em meios biolégicos e aprimorar
sua aplicabilidade, estudos envolvendo a complexacdo de metais (como zinco,
magnésio, aluminio e cobalto) e a derivatizacdo de Fc sdo cada vez mais comuns.
Da_ browski e colaboradores (2016, traducdo nossa) descrevem que “a metalagéo de
ftalocianinas e a escolha apropriada de ligantes axiais podem contribuir para a
reducdo da tendéncia de agregacdo e melhorar a habilidade fotossensibilizadora
desses compostos”. Barut e colaboradores (2021), a partir da reagdo de

ciclotetramerizacdo de um composto ftalonitrilico na presenca de um sal metalico de
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zinco ou magnésio, e posterior adicdo de iodometano, sintetizaram derivados das
ftalocianinas de zinco (ZnPc) e magnésio (MgPc). Os compostos apresentaram boa
solubilidade em &gua e valores de ®, em solvente aprético de 0.59 e 0.36

respectivamente.

Figura 3 — Estrutura molecular das ftalocianinas.
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Fonte: Prépria autora.

Figura 4 — Representacao das interagdes do tipo empilhamento 1-1m nas metaloftalocianinas.
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7

O produto comercial Photosens® € um bom exemplo do uso de
metaloftalocianinas (MFc) na TFD. Essa ftalocianina de aluminio sulfonado vem
sendo utilizada em tratamentos de tumores de pulméo e esbéfago e em lesdes e
infeccbes bucais e de garganta, e estd também em fase Il de testes clinicos para
tratamento de cancer de pele, cancer de mama, cancer de orofaringe e cancer de
pulmdo (RAK et al, 2019; YANO et al, 2011). Também vale destacar que grande
parte dos compostos em fase de testes clinicos para TFD sdo MPcs, como a
formulacdo de lipossoma contendo ftalocianina de zinco e a ftalocianina de silicio,
conhecida por Pc4 (RAK et al, 2019).

Uma das MFcs menos estudada quanto a finalidade fototerapéutica é a
ftalocianina de magnésio (MgPc) (Figura 5). Uma rapida pesquisa no portal de
periodicos Science Direct revela pouco mais de 290 resultados referentes a MgPc, e
grande parte se referem ao seu emprego em catélise e ciéncia dos materiais. Apesar
dos escassos estudos para seu emprego em fins terapéuticos, a MgPc apresenta
emissao em A = 670 nm, estabilidade fotoquimica e baixa toxicidade relativa ao
centro metalico de magnésio (Il), caracteristicas-chave para um bom FS (LAPOK et
al, 2014).

Figura 5 — Estrutura molecular da metaloftalocianina MgPc.

Fonte: propria autora.
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A terceira geragcdo de FS surge a partir da necessidade de aperfeicoar os
mecanismos de entrega de substancias de interesse, aumentando sua
biodisponibilidade e acumulo em tecidos doentes e diminuindo sua toxicidade em
células saudaveis. Nos compostos dessa geracao o fotossensibilizador encontra-se
conjugado a biomoléculas como aminodcidos e anticorpos, ou encapsulado em
nanoestruturas (lipossomas, micelas e nanocapsulas poliméricas, nhanoemulsdes e
dendrimeros) (JIN & ZHENG, 2011; SETARO et al, 2020; TYNGA et al, 2021).

3.2 NANOESTRUTURAS CARREADORAS

Nanoparticulas poliméricas (NP) séo particulas coloidais com tamanho entre
10 e 1000 nm, preparadas utilizando variados tipos de polimeros sintéticos ou
naturais, e vém recebendo grande atencdo quanto ao encapsulamento de
substancias hidrofébicas (BAMRUNGSAP et al, 2012). A camada polimérica confere
estabilidade a esses compostos, aumentando a biodistribuicdo e o tempo de
permanéncia na corrente sanguinea (SHANMUGAPRIYA e KANG, 2019).

Avancos nha ciéncia e engenharia de polimeros resultaram no
desenvolvimento de polimeros inteligentes (polimeros estimulo-
sensiveis), que podem alterar suas propriedades fisico-quimicas em
resposta a sinais do ambiente. Sinais fisicos (temperatura, ultrassom,
luz, eletricidade e estresse mecénico), quimicos (pH e forca idnica) e
biolégicos (enzimas e biomoléculas) tém sido usados como estimulos
desencadeadores. [...] A versatilidade das fontes de polimero e sua
facil combinacdo tornam possivel controlar a sensibilidade do
polimero em reposta a determinado estimulo dentro de uma pequena
faixa, levando a uma liberacdo de farmaco mais precisa e
programavel. (BAMRUNGSAP et al, 2012, tradugdo nossa).

Além das caracteristicas ja citadas, o uso de polimeros também é de

interesse por sua biocompatibilidade. Como descrito por Rak e colaboradores (2019)
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Seu tamanho ajustavel e uniformidade evitam o reconhecimento por
macréfagos e estendem seu tempo de circulagdo na corrente
sanguinea. Enquanto FS sdo protegidos contra a degradacao
enzimatica, as NP sdo capazes de penetrar nas células e permitir a

liberacdo controlada do FS. (RAK et al, 2019, traducdo nossa).

Micelas poliméricas sdo formadas a partir da interacdo entre um copolimero
em bloco e 0 meio (solvente), levando em conta a concentracdo micelar critica
(CMC) e a temperatura de Krafft, ponto cuja solubilidade e concentracao do polimero
sdo suficientes para sua organizacdo em agregados micelares (ROUVIERE et al,
1983). Um exemplo € a autoassociacdo de copolimeros em bloco baseados em
maltoheptaose, que ocorre devido a sua natureza anfifilica, derivada da combinacéo
de blocos hidrofilicos como maltoheptaose (MH) e blocos hidrofébicos como
poliestireno (PS), polimetiimetacrilato (PMMA), poli-isopreno (PlI) e poli-g-
caprolactona (PCL). Quando esses CPB séo dissolvidos em um solvente que é
termodinamicamente bom para somente um dos blocos acontece a auto associacéo
das cadeias poliméricas, levando a formacdo de estruturas do tipo core-shell
(VILLETTI, 2021). Para os casos onde 0 meio € aquoso (mais comuns ao se tratar
de aplicacdes biolégicas) as por¢des hidrofilicas do bloco polimérico formam uma

“casca” enquanto as porg¢oes hidrofébicas formam o nucleo.

A encapsulacdo de FS utilizando nanoestruturas poliméricas aumenta o
tempo de circulagdo e a biodisponibilidade da substédncia no organismo por
proporcionar protecdo em ambientes criticos (pHs extremos, degradacdo quimica,
reconhecimento por macrofagos) e aumentar sua solubilidade em meio aquoso
(BAMRUNGSAP et al, 2012). Além disso, a possibilidade de liberacdo controlada e
de aumento na seletividade de entrega do FS, com diferenciagdo entre células
saudaveis e doentes, sdo pontos que chamam a atencdo dos pesquisadores. A
entrega de substancias utilizando nanoestruturas pode ser feita por (i)
direcionamento passivo, que esta relacionado a propriedades patofisiolégicas do
tecido alvo e ao efeito de permeabilidade e retengéo do FS, (ii) direcionamento ativo
a células cancerigenas, utilizando ligantes que se conectam a receptores presentes
no sitio alvo, (iii) direcionamento ativo a células endoteliais, utilizando ligantes que

se conectam aos vasos sanguineos dos tumores, e (iv) direcionamento estimulo-
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responsivo, utilizando sistemas que dependem de estimulos externos para realizar a
liberacdo do composto (LAMMERS et al, 2012).

Levando em consideracdo a MgPc, composto de interesse no presente
trabalho, uma pesquisa com os termos magnesium phthalocyanine e photodynamic
therapy em portais de peridédicos (Science Direct e Portal da Capes) indicou,
respectivamente, pouco mais de 260 e 63090 artigos publicados entre os anos de
2011 e 2021 (Figura 6). Com pode ser observado, formulacées de NP contendo
MgPc sdo pouco descritas na literatura até o presente momento, j4 a investigacédo
tema TFD vem crescendo ao longo dos anos. Por esse motivo serd apresentada
uma pesquisa do estado da arte envolvendo NPs contendo MgPc, mas também FS
como a ZnPc, AICIPc (ftalocianina de cloro aluminio) e curcumina, com finalidade

para aplicacdo em TFD.

Figura 6 - Namero de publica¢des entre 2010 e 2021 contendo os termos magnesium phthalocyanine
e photodynamic therapy.
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Shipunova e colaboradores (2022) prepararam nanoparticulas de poli(acido
latico-co-acido glicélico) (PLGA) contendo MgPc, recobertas ou ndo com quitosana,
através do método de microemulsdo 6leo em agua, para aplicacdo em Terapia
Fototérmica (TFT). As NPs apresentaram Dh de 208 nm, morfologia esférica e
estabilidade fototérmica. Os autores demonstraram que as NPs podem ser utilizadas
para imageamento de células através de fluorescéncia, pois em periodos de
incubacdo de 4 horas foi observado acumulo intracelular do FS. Além disso, a
PLGA/MgPc se mostrou mais eficiente na transferéncia de energia absorvida pela
irradiacdo de um laser (A = 808 nm) em energia térmica quando comparada a NPs
contendo ftalocianina, ftalocianina de cobre (Il) e ftalocianina de manganés (II), onde
uma amostra contendo 1 g/L de NPs produz uma variacao de até 40 °C, temperatura

essa que nédo € tdo bem suportada por células tumorais.

Os autores ainda realizaram ensaios de TFT com PLGA/MgPc em culturas de
células humanas de céncer de ovario com expressdo de proteina Katushka
(SKOVip-kat). Foi observada citotoxicidade dependente da concentracdo de NP e do
tempo de irradiacdo de laser, e aumento da penetrabilidade para a formulacéo
contendo quitosana. Os resultados utilizando um modelo tridimensional, que simula
a alta densidade celular de massas tumorais, e proteinas de abertura de juncéo
intercelular (JO-4), demonstraram efeito fototérmico similar ao do modelo tradicional
gquando a PLGA/MgPc é associada a pré-injecao de JO-4 e irradiacdo por laser.
Proteinas JO sdo moléculas capazes de induzir a abertura dos contatos
intercelulares em tecidos epiteliais normais, aumentando a permeabilidade de
substéancias. A inibicdo do crescimento tumoral em até 92% apos 15 dias de TFT foi
observada ao aplicar o mesmo tratamento em tumores mamarios de ratos, indicando

gue a MgPc € um composto promissor para TFT (SHIPUNOVA et al, 2022).

Nanoparticulas de poli [9,9-bis(6”-bromohexil)floureno-2,7-ileno-vileno-co-alt-
fenileno] (PFV), um polimero capaz de doar energia, contendo MgPc, um composto
aceptor de energia, foram preparadas pelo método de reprecipitacdo por Li e
colaboradores, visando a utilizacdo em microscopia de excitacdo de dois fotons
(2PE). 2PE é um método de bioimageamento ndo invasivo que tem como vantagens
a alta profundidade de penetracédo e a capacidade de mapeamento tridimensional.
As nanoestruturas apresentaram Dh de 27 nm, viabilidade celular frente a culturas

de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) acima de 85%, estabilidade fotofisica
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e eficiéncia de transmissdo de energia entre MgPc e polimero de até 71,5%. O
imageamento foi feito utilizando um microscopio confocal apds 8 horas de exposicao
das células a PFV/MgPc. Os resultados demonstraram alta fluorescéncia na regiao
de 800 nm, proporcionando excelente contraste e indicando que as NPs foram
internalizadas pelas células e encontram-se préximas ao ndcleo, o que é ideal para

sua aplicagao em 2PE.

Asziri e colaboradores (2013) prepararam nanoparticulas de CTAB (brometo
de cetiltrimetilaménio), SDBS (p-dodecilbenzenossulfonato de sodio) e Triton-100,
surfactantes cationico, anibnico e neutro, respectivamente, utilizando irradiacado de
ultrassom para encapsular MgPc. Os autores realizaram testes de formulacéo
variando as concentracdes de FS, surfactante e tempo de sonicacdo. Foi relatado
um aumento da intensidade de absor¢cdo do FS diretamente proporcional a
concentracdo de MgPc e ao tempo de sonicagédo utilizados, o que indica que a
encapsulacdo do FS nesses sistemas evita a agregacao e permite sua dispersdo em
meio aquoso. Além disso, foi observado deslocamento batocrémico da banda Q
(aumento no comprimento de onda de absorbancia), que pode ser explicado pela
interacdo entre MgPc e o surfactante, alterando sua distribuicdo eletrbnica e/ou

simetria.

De Paula e colaboradores (2013) desenvolveram nanoparticulas utilizando
PLGA, PLA e acido polilatico-co-polietilenoglicol (PLA-PEG) para encapsular AICIPc.
Além da alta eficiéncia de encapsulamento (até 96%) e estabilidade, os
pesquisadores relataram perfil de liberacdo controlada ao longo de 168 horas, e

efeito fototoxico in vitro acima de 80% em fibroblastos humanos.

Nanoparticulas de metoxi(polietilenoglicol)-b-poli(acido latico) (MPEG-bPLLA)
para encapsulacdo de ZnPc foram preparadas e testadas em células cancerigenas
(Me45) por Lamch e colaboradores (2016). Os resultados de citotoxicidade das NPs
indicam inibicdo de crescimento tumoral e inducéo de apoptose celular. Além disso
as micelas poliméricas apresentaram compatibilidade com células saudaveis como

gueratinécitos, macréfagos e células endoteliais.

Pound-lana e colaboradores (2019) relataram Dn entre 63 e 114 nm e
potencial zeta com valores de -7 a -14 mV para nanoparticulas de polietilenoglicol-bl-

acido(polilatico) funcionalizadas com benzil-glicidil éter (PEG-b-P(LA-co-BGE))
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contendo AICIPc. As nanoestruturas também apresentaram eficiéncia de
encapsulamento acima de 98% e cinética de liberacdo controlada, dependente do

grau de funcionalizacdo do copolimero em bloco.

Vilsinski e colaboradores (2018) prepararam micelas poliméricas de
copolimero em bloco de poliestireno-b-poli(acido acrilico) (PS-b-PAA) para
encapsulacdo de AICIPc. As NPs apresentaram tamanho de 200 nm e baixo indice
de polidispersédo (0,121). Além disso, ensaios de fototoxicidade frente a células
Caco-2 constataram auséncia de citotoxicidade no escuro e danos celulares apés 30
min de irradiacdo de luz LED (663 nm e dose de 1,62 pJ.cm?), o que corroborou

com o bom valor de geracdo de oxigénio singleto (0,3).

Lamch e colaboradores (2019) descreveram o preparo de nanoparticulas de
polietilenoglicol-b-poli(acido latico) modificadas com acido folico (FA-PEG-b-PLLA)
para encapsulacdo de ZnPc. A potencial aplicacdo das NPs foi avaliada por estudos
de imageamento e citotoxicidade frente a culturas celulares de cancer de ovario
(SKOV-3) e melanoma (Me45), onde foi observada uma distribuicdo de FS no
citoplasma e no nucleo células, além de resultados promissores para aplicacdo do

nanocarreador em TFD.

Micelas poliméricas de copolimero em bloco MH-b-PI contendo curcumina
foram preparadas por Caldas e colaboradores (2020). As nanoparticulas
apresentaram viabilidade celular acima de 88% em células tumorais (Caco-2, PC3,
Hela, SiHa e C33) e saudaveis (HaCat, Vero e fibroblastos L929) na auséncia de

curcumina, o que demonstra a ndo toxicidade do polimero utilizado na formulacao.

A atividade fotodinamica da ZnPc encapsulada em nanoparticulas de
carboximetil quitosa (CMQ) e liquido i6bnico monocatiénico (brometo de 1-dodecil-3-
metilimidazol) foi inverstigada por Ebani e colaboradores (2021). As nanoparticulas
de escala nanométrica (134 a 152 nm) apresentaram potencial zeta negativo, baixos
indices de polidispersao (abaixo de 0,25) e alta eficiéncia de encapsulamento (acima
de 98%). Os autores também relataram que os valores de rendimento quantico de
oxigénio singleto (®,) produzidos pelo FS encapulado e o perfil de liberagcdo
sustentada da substancia séo apropriados para sua aplicagcdo em TFD.

Levando em consideracdo essas informacdes, faz-se necessario 0

desenvolvimento e avaliacdo de novos fotossensibilizadores de terceira geracao a
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partir de estudos na &rea de terapia fotodindmica. Os objetivos e justificativas
apresentados para este trabalho sdo baseados no crescente nimero de estudos
envolvendo copolimeros em bloco baseados em oligossacarideos e na lacuna de
pesquisas envolvendo a encapsulacdo de ftalocianina de magnésio. E de
fundamental importancia para a nanomedicina, entdo, o estudo envolvendo o
preparo e caracterizacdo de NPs de MH-b-PS e MH-b-PMMA contendo MgPc para

aplicacdo em TFD.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES

Os reagentes ftalocianina de magnésio (MgPc) (90%), ftalocianina de zinco
(ZnPc) (97%), poli-e-caprolactona (PCL, Mw = 70 kD a 90 kD), monoestearato de
sorbitano (Span® 60), polisorbato 80 (Tween® 80) e 1,3-difenilisobezofurano (DPBF)
(97%) foram adquiridos na Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brasil). Os copolimero em
bloco Maltoheptaose-bloco-poliestireno (MHi.2k-b-PSask) e Maltoheptaose-bloco-
polimetilmetacrilato (MH1,2k-b-PMMA4,1k) foram gentilmente cedidos pelo grupo de
pesquisa do CERMAV (Université Grenoble Alpes, Grenoble, Franca) e o 0leo
Labrathec Lipophile WL 1349 (triglicerideo de cadeia média) foi adquirido da
Gattefossé SAS (Saint-Priest, Franca). Os triglicerideos dos &cidos caprico e
caprilico (TCM) foram fornecidos pela Delaware (Porto Alegre, Brasil). Os solventes
etanol, acetona e dimetilformamida (DMF) foram adquiridos da Dinamica (Sao Paulo,
Brasil), o dimetilsulféxido (DMSO) foi adquirido da Neon (Sao Paulo, Brasil) e o
tetrahidrofurano (THF) foi adquirido da Synth (Diadema, Brasil). Todos os solventes
utilizados foram de grau analitico, sem purificacao prévia, e todas as solucfes foram
preparadas com agua ultrapura (condutividade menor do que 0.05 uScm™) (Milli-Q)

coletada de um aparelho Millipore.

4.2 PREPARO DAS NANOPARTICULAS

Foram preparados trés nanocarreadores baseados na PCL e nos copolimeros
em bloco MH-b-PS e MH-b-PMMA. As nanoparticulas de PCL foram preparadas a
partir do método de deposi¢éo interfacial do polimero pré-formado, como descrito
por Fessi e colaboradores (1989). J& as nanoparticulas baseadas nos copolimeros
foram preparadas pelo método de nanoprecipitacdo padréo, previamente descrito na
literatura (OTSUKA et al, 2013; VILLETTI et al, 2021), com algumas modificacdes. A
seguir descreve-se a preparacdo das trés formulagbes em meio aquoso, feitas em

triplicata (n=3).
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4.2.1 Formulacdo A: nanoparticulas de maltoheptaose-bloco-poliestireno
(MH-b-PS@MgPc)

Em um frasco foram pesados 3,33 mg do copolimero em bloco MH-b-Ps, e os
solventes THF (3,2 g) e 4gua (0,8 g) (4:1 m/m). A solucao foi mantida sob agitacao
magneética por 3 h, a 40 °C, e apés o frasco foi coberto com papel aluminio e
deixado em repouso overnight. No dia seguinte, em outro frasco foram pesados o
Oleo Labrathec (1,4 mg), 200 mg da solucédo de MgPc (150 uM em THF) e 1,8 g da
solugéo de copolimero preparada no dia anterior. A mistura foi mantida sob agitacao
magneética, a temperatura ambiente, durante 30 minutos, e entéo foi adicionada gota
a gota a 40 g de agua ultrapura filtrada (filtro hidrofilico 0,45 um — Millipore) sob
agitacdo magnética. A mistura permaneceu sob agitacdo magnética por 2 h, a 25 °C,
e depois foi evaporada sob pressao reduzida a 40 °C até o volume final de 4 mL. A
disperséo coloidal resultante apresentou coloracdo azulada levemente opalescente,
e aspecto homogéneo. A nanoparticula branca foi preparada seguindo 0 mesmo

procedimento, mas sem a adicdo do composto MgPc.

4.2.2 Formulacéao B: nanoparticulas de maltoheptaose-bloco-
polimetilmetacrilato (MH-b-PMMA@MgPc)

No processo de producdo das micelas poliméricas de MH-b-PMMA@MgPc
alguns parametros foram testados, como a concentracdo do copolimero em bloco e
a quantidade do 6leo Labrathec. Em formulagcdes com concentracdo mais alta de
Oleo observou-se a formacao de uma suspensdo opalescente e levemente azulada,
sendo que o composto MgPc ficou visivelmente aderido as vidrarias utilizadas. Ja ao
aumentar a quantidade de CPB pode-se observar a desestabilizacdo fisica do
sistema em poucas horas, com formacdo de agregados e precipitacdo. Por fim,
escolheu-se a formulacdo que apresentou melhor estabilidade termodinamica (sem

formacéao de precipitados e estavel ao longo do tempo).

Em um frasco foram pesados 3,33 mg do copolimero em bloco MH-b-PMMA,

e o0s solventes acetona (3,2 g) e agua (0,8 g) (4:1 m/m). A solucéo foi mantida sob
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agitacdo magnética por 3 h, a 40 °C, e apos o frasco foi coberto com papel aluminio
e deixado em repouso overnight. No dia seguinte, em outro frasco foram pesados o
Oleo Labrathec (1,7 mg), 200 mg da solucdo de MgPc (150 uM em THF) e 1,8 g da
solucéo de copolimero preparada no dia anterior. A mistura foi mantida sob agitagédo
magneética, a temperatura ambiente, durante 30 minutos, e entdo foi adicionada gota
a gota a 40 g de agua ultrapura filtrada (filtro hidrofilico 0,45 um — Millipore) sob
agitacdo magnética. A mistura permaneceu sob agitacdo magnética por 2 h, a 25 °C,
e depois foi evaporada sob presséo reduzida a 40 °C até o volume final de 4 mL. A
disperséo coloidal resultante apresentou coloracdo azulada levemente opalescente,
e aspecto homogéneo. A nanoparticula branca foi preparada seguindo o mesmo

procedimento, mas sem a adi¢gdo do composto MgPc.

4.2.3 Formulagéo C: nanoparticulas de poli-e-caprolactona (PCL@MgPc)

Em um béquer de 50 mL foram adicionados 27 mL de acetona, 201 pL da
solucdo de MgPc (372 uM em THF), 76,6 mg de Span® 60, 100 mg do polimero poli-
g-caprolactona e 330 uL do 6leo TCM . A mistura foi mantida sob agitacdo magnética
durante uma hora, a 40 °C. Em um erlenmeyer de 250 mL foram adicionados 54 mL
de agua ultrapura filtrada (filtro hidrofilico 0,45 um — Millipore) e 76,6 mg de Tween®
80, em temperatura ambiente e sob agitacdo magnética, mantida durante 15 minutos
para a solubilizacdo do surfactante. Apds, com o auxilio de um funil, a fase organica
foi vertida na fase aquosa, sob agitacdo magnética na temperatura de 25 °C. A
mistura permaneceu sob agitacdo durante 15 minutos, e entdo foi evaporada sob
pressdo reduzida a 40 °C até o volume final de 10 mL. A dispersdo coloidal
resultante apresentou coloracdo branco-azulada, e aspecto leitoso e homogéneo. A
nanoparticula branca foi preparada seguindo o mesmo procedimento, mas sem a

adicao da MgPc.

43 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DOS SISTEMAS
NANOESTRUTURADOS
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As nanoparticulas foram caracterizadas através do diametro hidrodindmico
(Dh), indice de polidispersdo (PDI), potencial zeta (g), teor total de MgPc (TT),

eficiéncia de encapsulamento (EE) e estabilidade (LUMiSizer).

4.3.1 Determinacdo do diametro hidrodinamico, indice de polidisperséo e

potencial zeta

Os dados de Dh, PDI (do inglés “polidispersity index”) e € das nanoparticulas
foram obtidos utilizando o equipamento Nanozetasizer ZS (Nano ZS Zetasizer
Nanoseries, Malvern Instruments, Worcestershire, UK), que opera com uma fonte de
laser de He-Ne (A =663 nm e P = 5 mW). O espalhamento de luz foi medido em um

angulo fixo (0) de 173°, na temperatura de 25 °C.

A determinacdo de Dh e de PDI foi feita através da técnica de medida do
espalhamento de luz dindmico (DLS, do inglés “dynamic light scattering”), e o
potencial zeta foi determinado pela medida da mobilidade eletroforética. As amostras
para as analises de DLS, PDI e potencial zeta foram preparadas como descrito

abaixo.

A nanoparticula PCL@MgPc e sua NP branca foram diluidas 250 vezes, com
agua ultrapura filtrada (filtro hidrofilico 0,45 um — Millipore), devido a sua alta
opalescéncia. Ja as nanoparticulas MH-b-PS@MgPc, MH-b-PMMA@MgPc e suas
respectivas NPs brancas foram analisadas diretamente, sem fator de diluicéo, ja que
ndo apresentam o fendbmeno de retroespalhamento que poderia interferir na anélise
de DLS.

4.3.2 Eficiéncia de encapsulamento e teor total de MgPc

Para determinar a eficiéncia de encapsulamento (EE) das NP, foi feita a
comparacao entre a quantia de MgPc livre (FL - n&o encapsulado) e de MgPc total
(FT). O teor de FL foi determinado pela coleta do liquido filtrado no processo de
separacdo das nanoparticulas por centrifugacdo conjunta de ultrafiltracdo (Amicon®
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Ultra 0,5 mL, MW 10000, Millipore, Carrigtwohill, Irlanda). A forgca centrifuga foi
ajustada de acordo com a formulagcédo (3000 xg para PCL@MgPc e 3500 xg para
MH-b-PS@MgPc e MH-b-PMMA@MgPc), e o tempo utilizado foi de 10 minutos em
cada ciclo (6 a 10 ciclos). O ultrafiltrado foi mantido na estufa overnight, a 40 °C e
sob vacuo para a remocao total do solvente e entdo foi redissolvido no mesmo

volume de DMF e quantificado.

O teor de FT foi determinado pela dissolucédo de 375 uL de disperséo coloidal
para 5 mL de solugéo final em DMF. As suspensfes foram mantidas sob agitacao
magnética durante 5 minutos a temperatura ambiente, e ap0s este tempo foram

quantificadas.

Os conteudos de FL e FT foram determinados pelo método de fluorescéncia
utilizando A de excitacdo da amostra de 610 nm com emissdo em 675 nm. Os
valores de intensidade de fluorescéncia foram convertidos para valores de
concentracdo de MgPc utilizando uma curva de calibracdo como padrao quantitativo.
Os limites de deteccéo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) foram calculados utilizando
as Equacbes 1 e 2, respectivamente, onde DP é o desvio padrdo do coeficiente

linear e S é o coeficiente angular da reta.

LOD = 3,3 xDS—P 1)

LOQ = 10x=" )

A porcentagem da eficiéncia de encapsulamento (EE) foi calculada a partir da
Equacéo 3, e a porcentagem de teor total de MgPc (TT) foi calculada a partir da
Equacdo 4 (onde CT € a concentracdo tedrica de MgPc). Esse método de

quantificacdo de ftalocianinas foi validado por Siqueira e colaboradores (2010).

__ FT—FL

EE

x 100 3)
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__FT. 100
cT

TT

(4)

4.3.3 Estabilidade fisica dos nanocarreadores

A estabilidade das nanoparticulas contendo MgPc foi determinada através de
ensaios em um analisador de dispersées (LUMiSizer, LUM GmbH, Berlim,
Alemanha), que utiliza forca centrifuga para acelerar fenbmenos de instabilidade
fisica, como sedimentacédo, floculacdo e cremeacdo (LIU et al, 2016). A andlise é
baseada na deteccdo da luz transmitida em funcdo do tempo e em diferentes
posicbes na amostra, dados esses que permitem a obtencdo do indice de
instabilidade ou taxa de cremeacédo (LIU et al, 2016; SOBISCH e LERCHE, 2008).
Foram colocados em tubos individuais de policarbonato 200 uL das NPs em meio
aquoso, posteriormente inseridos no equipamento de LUMiSizer. As amostras foram
irradiadas com um feixe de luz no comprimento de onda de 865 nm e centrifugadas
a 528,6 (+0,7) xg (2000 rpm), na temperatura de 25 °C. A luz transmitida ao longo da
cubeta de policarbonato foi detectada durante 12 horas (43080 segundos), e 0s

resultados obtidos permitiram a determinacdo do indice de instabilidade das NPs.

4.3.4 Avaliacdo morfoldgica das nanoparticulas

A fim de determinar a morfologia e o didmetro aproximado das
nanoparticulas, foi realizada a analise de microscopia de forca atémica (AFM),
utilizando o microscopio de forca atdmica Park NX10 (Park Systems Corporate
Headquarters, Suwon, Coreia do Sul). As amostras foram preparadas a partir da
diluicdo das formulacdes em 250 vezes, em agua ultrapura, seguida da deposicao
de uma gota da solucdo em placas de mica clivada e secagem overnight na

temperatura de 25 °C. O fator de diluicdo das amostras foi determinado através de
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testes, onde observou-se que o uso das suspensdes coloidais puras ou pouco
diluidas resulta na aglomeracdo das nanoparticulas, gerando imagens de baixa
qualidade. ApoOs secas, as amostras foram fixadas em um suporte metalico com
auxilio de fita dupla-face, e analisadas utilizando o modo de contato intermitente. As
imagens obtidas foram tratadas utilizando os programas XEI (Park Systems) e
Gwyddion.

4.4  AVALIACAO DA ATIVIDADE FOTODINAMICA

O monitoramento da reacdo de fotodegradacdo de 1,3-difenilisobenzofurano
(DPBF) é um método analitico de quantificacéo indireta da geracdo de 102 (EBANI et
al, 2021; HADJUR et al, 1998). Para a analise foram adicionados em um béquer 2
mL de DPBF (100 uM em DMSO), 100 pL da solucdo de nanoparticulas contendo
MgPc e 1,9 mL de DMSO. Dessa mistura, 3,5 mL foram colocados em uma cubeta
de quartzo, junto de uma barra de agitagdo magnética. A solucao foi irradiada com
um laser no comprimento de onda de 660 nm, na poténcia de 30 mW, durante um
tempo definido de acordo com a amostra, com intervalo de irradiacdo de 5 ou 10
segundos. Apds cada periodo de irradiacdo a amostra foi analisada em um
espectrofotometro UV-VIS, gerando espectros de absorbéancia entre 300 e 800 nm,
na temperatura de 25 °C. A analise também foi realizada para as nanoparticulas

brancas, com tempo total de 200 segundos de irradiacao.

Por ndo encontrar na literatura um valor de rendimento quéntico de oxigénio
singleto (®,) para MgPc em DMSO, foi necessario utilizar como padrdo o
rendimento quantico da ZnPc. Os valores de rendimento quantico padréo (®,) para a
MgPc foram entdo calculados utilizando as Equacdes 5 e 6. O valor de @, para a
ZnPc é conhecido (¢, = 0,67 em DMSO) (KUZNETSOVA et al, 2000), o que torna
possivel determinar ®, da MgPc livre, e, consequentemente, o ®, da MgPc nos

sistemas nanoestruturados.

Ista _ (1-(10"%std)
I (1-(1074)

(®)
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br = %% . kL fstd (6)

Astd € a absorbéancia do padrao utilizado em 660 nm, comprimento de onda de
irradiacdo do laser; A é a absorbancia da amostra em 660 nm; k € a constante
cinética da fotodegradacédo do DPBF na presenca do FS; ks«d € a constante cinética

da fotodegradacao do DPBF na presenca do FS padréo.
4.5 CINETICA DE LIBERAC}AO IN VITRO

O perfil cinético de liberacao in vitro da MgPc foi obtido através de um ensaio
empregando-se 0 método do saco de didlise, e tendo como meio de liberagcdo a
mistura de tampédo &cido acético/acetato de sédio no pH 5,4 e DMF (20:80 v/v)
(EBANI et al, 2021). Inicialmente adicionou-se 1,0 mL da dispersao coloidal no saco
de dialise (Sigma Aldrich, peso molecular cut-off 14.000 Da, membrana de celulose,
largura plana média de 33 mm), que foi entdo lacrado e mergulhado em 10 mL do
meio de liberacdo. O sistema foi mantido sob agitacdo magnética e na temperatura
de 37 °C durante todo o experimento. Em intervalos de tempo pré-determinados
foram coletadas aliquotas do meio externo, que foram quantificadas em relacdo a
presenca de MgPc pelo método de fluorescéncia utilizando A de excitacdo da
amostra de 610 nm. A partir de uma curva de calibragdo os valores de intensidade
de fluorescéncia detectados em 677 nm foram convertidos para valores de
concentracdo de MgPc liberada ao longo do tempo (LOD e LOQ foram calculados
como descrito previamente). As aliquotas retiradas foram devolvidas para o sistema

imediatamente apos a analise, a fim de manter o volume de meio externo constante.

Apés, partiu-se para a determinacdo do mecanismo de liberacédo referente a
cada sistema nanoestruturado. Como descrito por Siepmann e Peppas (2012),
apesar da complexidade de certos sistemas, descartar processos secundarios evita

gue os modelos matematicos se tornem demasiadamente intrincados. Cabe ao
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pesquisador, entdo, identificar o fenbmeno de transporte principal, que ira descrever
0 mecanismo de liberacdo estudado. (SIEPMANN & PEPPAS, 2012)

Para avaliar o mecanismo de liberacdo da MgPc das nanoparticulas foram
utilizados seis modelos matematicos. Sdo eles o modelo de ordem zero, primeira
ordem, Higuchi, Hixson Crowell, Korsmeyer-Peppas e biexponencial, apresentados
na Tabela 1 (EBANI et al, 2021; VILLETTI et al, 2021).

Tabela 1 — Modelos matematicos utilizados para analisar o perfil de liberagdo da MgPc nas
nanoparticulas.

Ordem Hixson- Korsmeyer
Modelo zero 12 Ordem Higuchi Crowell -Peppas Biexponencial
Equaca F=Fo(1 - ae*t -
0 F=kt InF = kt F=kuvt VF =kt F = ktn be*yY)

F é a concentracdo de MgPc; Fo € a concentracgdo inicial de MgPc; k sdo as contantes referentes a
cada modelo; t é o tempo decorrido; ky € a constante de Higuchi; n é o expoente de tempo no modelo
de liberagcdo de Korsmeyer-Peppas; a e b séo coeficientes pré-exponenciais do modelo
biexponencial; k1 e k2 s@o as constantes referentes a primeira e segunda etapas de liberacgéo,
respectivamente. Fonte: (Ebani et al, 2021).

46  AVALIACAO ESTATISTICA

Todas as andlises de caracterizacdo, avaliacdo fotoquimica, estabilidade e
cinética de liberacdo in vitro foram realizadas em triplicata (n = 3). A partir dos
resultados foram gerados valores médios e de desvio padrdo, que indicam a
uniformidade e confiabilidade dos dados. As andlises estatisticas presentes na
discussédo dos resultados foram realizadas no programa Origin 8.5 utilizando a
andlise de variancia simples (ANOVA), seguidas pelo teste de comparacao multipla
de Tukey com p < 0,05. As triplicatas completas e os resultados individuais estao

dispostos nos apéndices.
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4.7 AVALIACAO DA TOXICIDADE

4.7.1 Nematddeos: cultura e tratamento

Para a avaliacdo da toxicidade das nanoparticulas foi utilizada a cepa Bristol
N2 (tipo selvagem) de Caenorhabditis elegans, fornecida pelo Caenorhabditis
Genetics Center (Universidade de Minnesota, Twin Cities, MN, USA) e mantida a 20
°C em placas de petri contendo NGM (do inglés “nematode growth medium”) e
Escherichia coli OP50, fonte de alimento para os nematédeos (ZECIC, DHONDT E
BRAECKMAN, 2019). Para obter vermes de estagio L1, populacdes de nhematddeos
hermafroditas adultos gravidos foram tratadas com solugéo de lise (200 uL de NaOH
10 M + 800 uL de hipoclorito de sddio + 1,0 mL de agua), como descrito por Porta-
De-La-Riva e colaboradores (2012). Os ovos foram colocados em tampao M9 (0.3%
KH2PO4, 0.6% Na2HPO4, 0.5% NacCl), e mantidos overnight a 20 °C. Ap6s 14 h os
ovos eclodiram e liberaram as primeiras larvas (L1), que foram utlizadas nos
experimentos. Todas as etapas foram realizadas em temperatura controlada de 20
°C.

4.7.2 Exposicdo as nanoparticulas

Para a andlise de toxicidade, 150 vermes foram expostos a 500 puL de um
meio liquido contendo um volume determinado de dispersao de nanoparticulas (100,
200 ou 400 pL). Em seguida os nematddeos foram transferidos para placas
contendo NGM com E. coli OP50, e incubados a 20 °C por 24 h. Como descrito por
Park e colaboradores (2017), a taxa de sobrevivéncia foi analisada através da
observagéo dos vermes com um estereomicroscopio, onde individuos sem resposta
ao toque foram considerados mortos. As andlises foram feitas em duplicata e

repetidas ao menos trés vezes, utilizando nanoparticulas com e sem FS.
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4.7.3 Anédlise do desenvolvimento larval

A analise do desenvolvimento larval é amplamente utilizada em ensaios
toxicoldgicos na literatura, e vem também aparecendo na area de nanoparticulas
(BOSCH et al, 2018; HU et al, 2018). Nela, é verificado se a exposi¢cado a substancia
de interesse interfere negativamente no crescimento e desenvolvimento das larvas,
aquém de sua letalidade. Para a analise, 10 vermes de cada grupo foram
paralisados utilizando uma mistura de 10 uL de solucdo de levamisol (57,84 mM) e
10 uL de agua, e entdo fotografados utilizando um microscopio optico (Olympus,
modelo SZ2-LGB). O comprimento dos nematédeos foi medido da cabeca a cauda
através do software ImageJ. Os experimentos foram feitos de forma independente e

repetidos ao menos trés vezes (n = 30 animais por grupo).

4.7.4 Mapeamento das nanoparticulas in vivo

7

A andlise de mapeamento de nanoparticulas € utilizada para confirmar a
ingestdo da substancia de interesse pelos nematédeos C. elegans. O imageamento
foi realizado através da técnica de microscopia confocal com fluorescéncia, onde
150 vermes foram tratados com meio liquido contendo 200 pL de suspensao de NPs
(MH-b-PS@MgPc, MH-b-PMMA@MgPc ou PCL@MgPc). As nanoparticulas
apresentam fluorescéncia na regido do vermelho devido a presenca de MgPc, que
possui uma complexa estrutura eletrénica e A de emissao proximo a 670 nm. Apos a
exposicao, os vermes foram lavados quatro vezes com tampao M9, e em seguida
foram imobilizados em uma placa de agar com azida de sédio (50 uM). As imagens
de fluorescéncia vermelha dos vermes N2 tipo selvagem foram capturadas utilizando
0 microscopio confocal Olympus® Fluoview FV10i. O A de excitagdo utilizado foi de

559 nm, e a emissao foi medida entre 615 e 670 nm.

4.7.5 Anéalise estatistica da toxicidade
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As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism 8.0.1. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov para verificar a distribuicdo normal e ndo normal. Para 0s ensaios com
dados ndo paramétricos, foram utilizados os testes post hoc de Kruskal-Wallis e
Dunn. A analise de variancia unidirecional (ANOVA), seguida pelo teste de
comparacdo multipla de Tukey, foi realizada para os dados paramétricos. A
obtencao de p < 0,05 foi considerada estatisticamente significativa.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51  CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS SISTEMAS
NANOESTRUTURADOS

O uso de fotossensibilizadores de segunda geracdo encapsulados em
nanoparticulas compde a chamada terceira geracdo de FS, e € uma estratégia
promissora para superar as barreiras de aplicacdo de FS hidrofébicos. O presente
trabalho tem como objetivo estudar as propriedades de micelas poliméricas dos
copolimeros em bloco MH-b-PS e MH-b-PMMA contendo ftalocianina de magnésio,

visando sua aplicacdo em TFD.

Copolimeros em bloco anfifilicos, como MH-b-PS e MH-b-PMMA, formam
micelas poliméricas a partir de um processo de auto-organizacdo de suas cadeias
poliméricas. Isso s6 € possivel, no entanto, quando a dispersdao € preparada
utilizando solventes compativeis com apenas um dos blocos. No presente trabalho
foram utilizadas as misturas de THF/H20 (8:2 m/m) e acetona/H20 (8:2 m/m) para
dispersar os copolimeros em bloco MH-b-PS e MH-b-PMMA, respectivamente, e a
dispersdo coloidal foi adicionada em agua (ndo solvente para PS e PMMA) para

promover a formacéo de estruturas ordenadas em solucéo.

A proporc¢éo ideal das misturas (THF/H20 e acetona/H20) para dispersar a
parte hidrofobica e hidrofilica dos copolimeros em bloco foi baseada na medida da
intensidade de luz espalhada (I(q)) das dispersdes. (OTSUKA et al, 2013; ZEPON et
al, 2016). A I(g) € proporcional ao produto da concentragdo do copolimero e a massa
molar do agregado no regime diluido. Baixos valores de I(q) indicam que o solvente
utilizado € compativel com ambos os blocos poliméricos, sugerindo a presenca de
cadeias unicas, sem formacao de agregados. Através de medidas de espalhamento
de luz dindamico, foram investigadas a 1(q) e as distribuicdes de tamanho das cadeias
de MH-b-PS e MH-b-PMMA dispersas em THF/H20 e acetona/ H-20,
respectivamente. Utilizando misturas na propor¢édo 8:2 m/m foram encontrados
valores minimos de I(q). Para a MH-b-PS o raio hidrodinamico (Rh) encontrado foi
de 2,5 nm (OTSUKA et al, 2013), enquanto que para a MH-b-PMMA foi de 4,1 nm
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(ZEPON et al, 2016). O valor experimental do Rn da MH-b-PMMA concorda com o
valor tedrico (Rn = 3,6 nm) calculado com base na distancia entre as extremidades
da cadeia do polimero n&o perturbado ((r) = I.VN, onde [ é o comprimento de uma

unidade repetitiva e N € o numero de unidades repetitivas) (ZEPON et al, 2016).

O preparo das micelas poliméricas de MH-b-PS e MH-b-PMMA contendo
MgPc foi feito com base no método de nanoprecipitacdo padrédo. Para a formulacéo
de MH-b-PMMA@MgPc foram realizados testes variando-se a concentracéo do CPB
e a quantidade de 6leo Labrathec a fim de obter a dispersdo coloidal mais estavel.
Para a preparacao da MH-b-PS@MgPc a metodologia ja esta descrita na literatura
(OTSUKA et al, 2013; VILLETTI et al, 2021). Otsuka e colaboradores (2013) também
descreveram a metodologia de nanoprecipitacdo reversa, com adicdo da fase
aquosa sobre a fase organica, que na auséncia do 6leo Labrathec leva a formacéo
de NPs de Rn moderado. Contudo, na presengca do Oleo a utilizacdo dessa
metodologia fornece nanoparticulas com Rn elevado e alta opalescéncia (VILLETTI
et al, 2021). Empregou-se entdo a nanoprecipitacdo padrédo para obtencédo de
nanoparticulas com menor Rn, demonstrando que a escolha do método de
preparacdo das NPs tem grande influéncia nas propriedades fisico-quimicas dos

nanocarreadores.

Os sistemas nanoestruturados apresentaram homogeneidade macroscoépica e
estabilidade ao longo do tempo. Como pode ser visto na Figura 7, todas as
formulacbes apresentaram tonalidade azul devido a presenca da MgPc. As
dispersbes de MH-b-PS@MgPc e MH-b-PMMA@MgPc exibiram aspecto
transparente, enquanto a dispersdo PCL@MgPc exibiu aspecto opalescente, o que,
além de ter relacdo com a concentracdo de polimero e surfactantes, sugere que as
formulacdes baseadas nos CPB possuem um diametro hidrodinamico (Dn) menor do
gue a nanoparticula de PCL@MgPc. Para verificar esta hipétese da diferenca de
tamanho foram realizadas analises de DLS.
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Figura 7 — Aspecto visual das formula¢cdes de nanocarreadores em meio aquoso MH-b-PS@MgPc
(NPA), MH-b-PMMA@MgPc (NPB) e PCL@MgPc (NPC).

NPA NPB NPC

Fonte: Prépria autora.

5.1.1 Determinacdo do diametro hidrodinamico, indice de polidispersdo e

potencial zeta

Para avaliar o comportamento hidrodinamico das NPs foi utilizada a técnica
de DLS. O potencial zeta (€) foi determinado a partir da determinagéo da mobilidade
eletroforética. A distribuicdo do tamanho das particulas e o potencial zeta para os
sistemas MH-b-PS@MgPc, MH-b-PMMA@MgPc e PCL@MgPc sao apresentados
nas Figuras 8, 9 e 10, respectivamente. As andlises foram realizadas em triplicata
independente, representada nos gréficos pelas linhas azuis, pretas e vermelhas, e

os resultados referentes as NPs brancas estédo dispostos no Apéndice A.

Os valores de Dh, PDI e potencial zeta sdo apresentados na Tabela 2. As
curvas de distribuicho monomodal e a estreita distribuicdo de tamanho observadas
indicam que os sistemas podem ser considerados monodispersos (apenas um

populacao).
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Figura 8 — (a) Intensidade de luz espalhada I(q) versus didmetro hidrodindmico; (b) Contagens totais

Intensidade percentual

versus o potencial zeta para MH-b-PS@MgPc em meio aquoso.
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Figura 9 — (a) Intensidade de luz espalhada I(q) versus diametro hidrodinamico; (b) Contagens totais

Intensidade percentual

versus o potencial zeta para MH-b-PMMA@MgPc em meio aquoso.
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Figura 10 — (a) Intensidade de luz espalhada I(q) versus didmetro hidrodindmico; (b) Contagens totais

Intensidade percentual

18

versus o potencial zeta para PCL@MgPc em meio aquoso.
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Tabela 2 — Resultados das andlises de espalhamento de luz e potencial zeta para as nanoparticulas

em meio aquoso.

Dn (nm) PDI & (mV)
MH-b-PS@MgPc 102 + 2,8 0,104 + 0,018 -38,9 + 3,37
MH-b-PS@branca 98 £ 0,3 0,125 + 0,008 -19,8 £ 0,40
MH-b-PMMA@MgPc 81+ 10,4 0,227 + 0,060 -30,4 £ 0,21
MH-b-PMMA@branca 102+1,1 0,099 + 0,026 -27,5+ 1,05
PCL@MgPc 214 £ 7,7 0,158 + 0,031 -40,8 + 1,85
PCL@branca 200+ 2,1 0,068 + 0,030 -37,9+ 0,12

Os resultados permitem afirmar que as dispersdes coloidais apresentam
tamanho na escala nanométrica e que o0s sistemas sdo homogéneos, pois tém
baixos valores de PDI sendo o indicativo de apenas uma populacdo de NPs. Os
altos valores em médulo de potencial zeta indicam uma possivel estabilidade

termodinamica.

Analisando os valores de Dh obtidos para as NPs é possivel verificar que ha
diferenca significativa de tamanho dos nanocarreadores (p < 0,05). Os sistemas MH-
b-PS@MgPc e MH-b-PMMA@MgPc, apresentaram menor tamanho quando
comparados a PCL@MgPc, o que explica a transparéncia das nanoparticulas de
copolimero em bloco. Esses resultados estdo de acordo com o efeito Tyndall, que
descreve a relacdo do tamanho das NPs com a transmisséo da luz pelas dispersdes

coloidais.

Caracteristicas como concentragcdo e massa molar do polimero, tipo de
surfactante, polaridade do solvente e método de preparo impactam diretamente nas
propriedades fisico-quimicas dos sistemas nanoestruturados (MORA-HUERTAS et
al, 2010). O maior tamanho da PCL@MgPc em relacdo as formulacdes baseadas
em CPB pode ser explicado em funcdo da maior massa molar do polimero PCL. A
medida de tamanho para a formulagdo PCL@MgPc concorda com o valor da
literatura (PCL@ZnPc: Dh = 190 nm) (DE SOUZA et al, 2016).
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O tamanho em escala nanométrica dos sistemas contendo FS é fundamental
para sua aplicagdo na TFD, ja que estd diretamente relacionado a entrega do
composto no organismo. No caso da encapsulacdo de substancias para fins
terapéuticos, NPs menores que 200 nm tém potencial de permeacéo e difusdo em
uma variedade de tecidos, podendo se ligar a receptores nas células, sendo
internalizados pelos compartimentos para liberagdo intracelular de substancias
(CALDAS et al, 2020). Resultados obtidos por Roger e colaboradores (2010)
mostraram que ha um aumento do transporte transcelular por transcitose para
nanoparticulas com tamanho de 100 nm, onde a eficiéncia de absor¢céo pelo tecido
intestinal foi de 15 a 250 vezes maior em comparag¢do com particulas maiores (500
nm, 1 pum e 10 um). Lamch e colaboradores (2019) obtiveram NPs de
polietilenoglicol-b-poli(acido latico) modificadas com acido félico (FA-PEG-b-PLLA)
com tamanho de 68 nm e observaram um acumulo de composto no citoplasma de
células de cancer de ovéario, o que ressalta o potencial permeativo de NPs menores
gue 100 nm. Além disso, nanoparticulas que apresentam tamanhos menores sao
mais adequadas para o acumulo no alvo tumoral em relacdo as células normais
devido ao efeito de maior permeabilidade e retencao (efeito EPR) (DAI et al, 2017,
KULKARMI et al, 2013).

Portanto, considerando o mecanismo de transporte celular, a absor¢cdo em
células cancerigenas e o efeito EPR é esperado que as micelas poliméricas MH-b-
PS@MgPc e MH-b-PMMA@MgPc sejam nanocarreadores mais promissores em
relacdo ao sistema PCL@MgPc. Em trabalhos anteriores foi mostrado que a célula
cancerigena MCF-7 possuem uma superexpressao dos transportadores de glicose
(ZENG et al, 2020), o qual poderia fornecer uma via de entrada preferencial para
nanoparticulas revestidas com acucares, como observado para dendrimeros a base
de poliamidoamina (PAMAM) modificados com glicose carregados com
doxorrubicina (SZTANDERA et al, 2019). Portanto, espera-se que 0s copolimeros
em bloco baseados em maltoheptaose sejam internalizados com mais facilidade
pelos receptores das células cancerigenas, aumentando a eficiéncia terapéutica da
PDT.

O potencial zeta (€) esta relacionado a carga da superficie de cisalhamento da
particula, e pode sofrer alteracdes de acordo com a formulagcdo utilizada na

preparacdo das NPs, tais como estrutura quimica dos polimeros e tensoativos, carga
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da substancia, forca idnica e pH do meio (MORA-HUERTAS et al, 2010). Segundo a
teoria DLVO, o potencial de repulsdo eletrostatica entre as particulas é diretamente

proporcional ao quadrado do &, como mostrado nas equacdes 7 e 8.

A equacao 7 se refere a particulas com dupla camada espessa (a << rp), e a

equacao 8 a particulas com dupla camada delgada (a >> rp).

AaZ EZ
R

Vrepulsz"ao =+ eS/™ (7)

VrepulsS\o =+ %A 3252 In(1 + e—s/rD) (8)

A € uma constante, a € o0 raio das particulas, R é a separacdo entre 0s
centros, s € a separacao entre as superficies das duas particulas e rp € a espessura
da dupla camada. Portanto, os elevados valores em moédulo do § para MH-b-
PS@MgPc, MH-b-PMMA@MgPc e PCL@MgPc sdo um indicativo de que as

nanoparticulas séo estaveis ao longo do tempo.

Para os sistemas MH-b-PS@MgPc e PCL@MgPc os valores do & nédo
apresentaram diferenca significativa (p > 0,05). Para o sistema MH-b-PMMA@MgPc

o & difere dos valores das outras nanoparticulas (p < 0,05).

Comparando o potencial zeta das nanoparticulas contendo MgPc com suas
respectivas NPs brancas, pdde-se observar que nas micelas poliméricas ha
diferenca significativa entre os valores (p < 0,05). Para a PCL@MgPc a presenca do
composto nao gera diferenca significativa no valor de § (p > 0,05). Esses resultados
sugerem que parte da MgPc pode estar adsorvida na superficie das micelas
poliméricas, ao passo que nas nanoparticulas de PCL encontra-se encapsulado no

nucleo lipofilico.

5.1.2 Eficiéncia de encapsulamento e teor total de MgPc
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A eficiéncia de encapsulamento e o teor total de MgPc foram determinados
utilizando-se o método de fluorescéncia. Os espectros de emissao de fluorescéncia
da MgPc em funcdo da concentracdo e a curva de calibracdo encontram-se no
Apéndice B (Figuras B1 e B2, respectivamente). A regido de linearidade da curva de
calibracdo foi obtida no intervalo de 2,06.107% uM a 2,23.107! uM, e os valores de
limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) foram de 4,84.1073 uM e
1,47.1072 uM, respectivamente. Os valores de teor total de MgPc e eficiéncia de
encapsulamento encontram-se na Tabela 3. Os valores da EE sdo elevados, ndo
havendo diferenca significativa entre os sistemas nanoestruturados (p > 0,05). Além
disso, comparando o teor total de MgPc, percebe-se que as formulacdes de
copolimeros em bloco apresentam um conteuddo de Fc maior do que a formulacéo de
PCL.

Tabela 3 — Dados de eficiéncia de encapsulamento (EE) e concentragéo total de MgPc para os

nanocarreadores.
EE (%) TT (M)
MH-b-PS@MgPc 97,10 + 0,22 1,22 + 0,006
MH-b-PMMA@MgPc 99,49 + 0,02 1,74 + 0,012
PCL@MgPc 96,43 + 0,08 1,09 + 0,017

5.1.3 Estabilidade fisica dos nanocarreadores

A estabilidade das nanoparticulas foi determinada empregando-se o
equipamento LUMiSizer. Através desta técnica se torna possivel estimar os
fendmenos que podem perturbar a estabilidade dos sistemas nanoestruturados,
como a floculagdo, a sedimentacdo, a coalescéncia, a coagulacdo e formacdo de
creaming (SOBISH & LERCHE, 2008). A desestabilizacao dos sistemas coloidais se
caracteriza pela mudanca nas suas propriedades fisico-quimicas, e quanto mais

lento for esse processo mais estavel é a dispersdo coloidal (KHAN et al, 2011).
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Neste trabalho avaliamos a estabilidade fisica das formulacdes de NPs pela
determinacdo da velocidade de desestabilizagdo do sistema em meio aquoso. As
medidas de porcentagem da luz transmitancia em funcdo do tempo, para cada

posicdo da amostra na cubeta, sdo demonstrados na Figura 11.

O perfil de transmissdo de luz fornece dados sobre as mudancas das
caracteristicas fisico-quimicas que acontecem na interface das particulas coloidais
com o meio dispersante (LERCHE, 2002). Os resultados obtidos demonstram que as
micelas poliméricas apresentam alta estabilidade quando comparadas ao sistema
PCL@MgPc. Como pode ser observado nas Figuras 11-a e 11-b a porcentagem de
luz transmitida ao longo do tempo para MH-b-PS@MgPc e MH-b-PMMA@MgPc
praticamente néo sofre alteracédo, o que é evidenciado pela sobreposicédo das linhas
verdes e vermelhas. Na Figura 11-c percebe-se um aumento na porcentagem de luz
transmitida na parte inferior da cubeta (linhas verdes), longo das 12 horas de

analise, indicando a separacao de fases para a PCL@MgPc.

A Figura 12 apresenta o aspecto das nanoparticulas apdés o experimento de
LumiSizer. Como observado na Figura 12-a e 12-b as dipersfes sdo estaveis ao
logo do tempo. Contudo, o fenbmeno de desestabilizacdo pode ser observado na
Figura 12-c, visto que na parte inferior da cubeta a porcentagem de transmitancia é
maior do que na parte superior, evidenciando a formacédo de creaming na amostra
da formulacdo de PCL@MgPc.

A andlise por LUMiSizer fornece também dados de indice de estabilidade em
funcdo do tempo. A inclinacdo dessas curvas em cada ponto permite determinar a
velocidade em que ocorre a separacdo das fases, indicando a cinética de
desestabilizacdo dos sistemas (SOBISCH & LERCHE, 2008). Os graficos de indice
de instabilidade em funcdo do tempo obtido nas analises estdo apresentados na

Figura 13.

Avaliando os resultados de indice de instabilidade observa-se que a
inclinacdo das curvas para os sistemas MH-b-PS@MgPc e MH-b-PMMA@MgPc é
proxima a zero, indicando que a velocidade de sedimentacdo é baixa e que as
micelas poliméricas sdo estaveis ao longo do tempo. Por outro lado, € visivel um
aumento no indice de instabilidade para as nanocapulas de PCL contendo MgPc, o

que implica em uma maior inclinacdo da curva e consequentemente uma maior
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velocidade de sedimentacdo, indicando um sistema menos estavel ao longo do

tempo.

oparticulas

(a) MH-b-PS@MgPc, (b) MH-b-PMMA@MgPc e (¢) PCL@MgPc.

aquoso

meio

Figura 11 — Porcentagem de luz transmitida em funcdo do tempo, a 25 °C, para as nan
em

dispersas
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Figura 12 — Aspecto visual das nanoparticulas dispersas em meio aquoso (a) MH-b-PS@MgPc, (b)
MH-b-PMMA@MgPc e (c) PCL@MgPc apoés a centrifugacao por LUMiSizer na temperatura de 25 °C.

Figura 13 — (a) indice de instabilidade e (b) indice de instabilidade em func¢&o do tempo para as

nanoparticulas dispersas em meio aquoso MH-b-PS@MgPc, MH-b-PMMA@MgPc e PCL@MgPc, na
temperatura de 25 °C.
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O indice de instabilidade pode variar de zero a um. Baixos valores (préximos

de zero) indicam uma alta estabilidade termodindmica das dispersdes coloidais, ao

passo que valores proximos a 1 indicam a instabilidade do sistema (LERCHE, 2002).
A ordem de estabilidade das NPs é MH-b-PMMA@MgPc ~ MH-b-PS@MgPc >

7

PCL@MgPc. Comparando esses valores € possivel afirmar que as micelas
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poliméricas sdo de 10 a 14 vezes mais estdveis que a formulagdo tradicional
utilizando a PCL.

E possivel observar que os dados obtidos estdo diretamente relacionados a
composicdo dos sistemas. Esse fato sugere que a maior concentracdo e massa
molar do polimero PCL e o maior Dn das NPs podem estar afetando negativamente
a estabilidade da formulacdo PCL@MgPc, favorecendo fendmenos de
desestabilizac&o fisica como a cremeacado. Enquanto isso, a baixa concentracdo de
CPB e 0leo presentes nas formulacbes MH-b-PS@MgPc e MH-b-PMMA@MgPc
fornece micelas com menor Dn, que sdo menos sucetiveis a desestabilizacéo fisica e

consequentemente mais estaveis ao longo do tempo.

Como relatado por Cavalcante e colaboradores (2020), valores de
transmitancia constantes no intervalo de uma hora equivalem a aproximadamente 3
meses de tempo de estabilidade fisica. Levando em conta que a analise foi realizada
durante 12 horas, pode-se afirmar que os sistemas MH-b-PS@MgPc e MH-b-
PMMA@MgPc sao estaveis a fenbmenos de desestabilizagcéo fisica por pelo menos
3 anos.

A partir dos dados de indice de instabilidade e velocidade de separacdo de
fase € possivel concluir que as micelas poliméricas MH-b-PS@MgPc e MH-b-
PMMA@MgPc séo carreadores mais promissores que PCL@MgPc. Esses sistemas
estdo em consonancia com a necessidade de estabilidade da formulacdo contendo
compostos para uso clinico, apresentando assim maior potencial para emprego na

nanomedicina.

5.1.4 Avaliacdo morfologica das nanoparticulas

A analise de microscopia de forca atbmica (AFM) permite a complementagéo
dos dados de DLS e PDI através da determinagdo da morfologia e diametro
aproximados (CALDAS et al, 2020). Como é possivel observar na Figura 14, as
micelas poliméricas MH-b-PS@MgPc e MH-b-PMMA@MgPc apresentam morfologia
esférica e tamanho inferior a 100 nm. Utilizando a ferramenta de analise por regiao

do programa XEI foram obtidos valores de diametro de 64,37 (+ 6,24) nm e 58,39 (+
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8,95) nm para MH-b-PS@MgPc e MH-b-PMMA@MgPc, respectivamente. Os
valores abaixo do Dn podem ser facilmente explicados pelo tipo de amostra utilizada
em cada analise. Os resultados de DLS se referem a nanoparticulas dispersas em
meio aquoso, que contam com uma camada de solvatacdo e raio de hidratacao,
enquanto que a técnica de AFM utiliza amostras em estado soélido, favorecendo o
encolhimento das particulas, resultando em menores valores de didametro (CALDAS
et al, 2020). As “auras” observadas na Figura 14 sdo chamadas artefatos de

varredura, e sdo decorrentes das interacdes entre sonda e amostra.

Figura 14 — Imagens de AFM para as nanoparticulas (a) MH-b-PS@MgPc e (b) MH-b-PMMA@MgPc.

(@)

bt
100 nm

(b)

Nos quadros em destaque sdo apresentadas imagens aproximadas das nanoparticulas. Resultados
obtidos utilizando o modo de contato intermitente, com amostra depositada sobre mica clivada.
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A andlise de AFM para a formulacdo PCL@MgPc nado forneceu imagens de
boa qualidade. Um possivel fator para esse resultado é a desestabilizacdo do
sistema, o0 que € corroborado pelo baixo indice de estabilidade obtido na analise por
LUMiSizer. Devido a remocdo da camada de solvatacdo das particulas, fenbmenos
de aglomeracgédo e desestabilizagdo fisica sdo favorecidos, o que sugere a formacéo
de agregados, impedindo a observacao das nanoparticulas de PCL@MgPc.

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE FOTODINAMICA

Para que os sistemas nanoestruturados sejam considerados promissores
para emprego na TFD, € necessario investigar a capacidade de geracéo de oxigénio
singleto (*O2) do FS encapsulado. O 1Oz é responsavel por causar estresse
oxidativo, o que causa danos a estrutura da célula-alvo e morte celular (CHEN et al,
2017; DABROWSKI, 2017).

A atividade fotodindmica in vitro da MgPc encapsulada foi avaliada através do
método da fotodegradacéo de 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) causada pelo 'O2
gerado pelo FS. O uso de DPBF em solvente aprético para a investigacdo da
atividade fotodindmica de nanoparticulas ja é bastante conhecido na literatura,
sendo empregado para FS encapsulados em micelas (LU et al, 2019; ROMERO et
al, 2013), micelas poliméricas de poliestireno-bloco-poli(acido acrilico) (Ps-b-PAA)
(VILSINSKI et al, 2018), nanocapsulas de PCL (DE SOUZA et al, 2016) e

nanoparticulas de carboximetil quitosana/liquido i6bnico (EBANI et al, 2021).

Sua vasta utilizacdo em analises quantitativas se deve principalmente ao fato
de que a reacdo do DPBF com 'O2 gera o produto 1,2-dibenzilbenzeno, o qual ndo
absorve luz em A visivel (Figura 15). Aléem disso, a reducdo de absorbancia do DPBF
tem relagdo direta com a geracéo de 'Oz em reacdes do tipo Il, j& que as reacdes do
tipo | tendem a ocorrer em meios com baixo teor de oxigénio molecular (202)
(HADJUR et al, 1998; ZHANG e LI, 2011).

Inicialmente, foram realizadas as analises da fotodegradacdo de DPBF na
presenca das nanoparticulas sem fotossensibilizador. Como observado nas Figuras

16, 17 e 18, a irradiacédo de 200 segundos de laser promoveu apenas 3%, 2% e 4%
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de decaimento na absorbancia do DPBF para a NPA branca, NPB branca e NPC
branca, respectivamente. Esses valores séo pequenos quando comparados com 0sS
resultados obtidos na presenca da MgPc, o que comprova que a geracédo de 'Oz
esta relacionada a presenca do FS e nao devido aos polimeros MH-b-PS, MH-b-
PMMA e PCL.

Figura 15 — Fotodegradacédo do DPBF provocada pelo 1Ox.
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(Fonte: adaptado — GOBO, 2013)

Como observado na Figura 19, na presenca da MgPc livre (ndo encapsulada),
0 pico de absorcdo do DPBF apresenta um rapido decaimento. O efeito da
irradiacdo do laser, e consequente reducdo da concentracdo de DPBF, pode ser
observado visivelmente através do branqueamento da solucéo. E possivel também
descartar a reacao direta entre o FS e DPBF, uma vez que a banda de absorcéo da
MgPc (A = 675 nm) continuam intactas ao longo do periodo de irradiacdo. Esses
resultados sugerem que a MgPc é um promissor FS para o emprego em TFD, visto
gque esta substancia apresenta boa fotoestabilidade. Os espectros de duplicata e

triplicata estdo apresentados no Apéndice C.

A fim de determinar o rendimento quantico de 'Oz da MgPc livre, o
experimento de fotodegradacé&o foi realizado na presenca da ZnPc livre, que serviu
como padrao para os calculos. Esses dados estao dispostos no Apéndice C, Figuras
ClacC4.
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Figura 16 — Fotodegradacdo do DPBF na presenca da NPA branca. Andlise realizada em DMSO, na

temperatura de 25 °C.
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Figura 17 — Fotodegradag&o do DPBF na presenga da NPB branca. Andlise realizada em DMSO, na
temperatura de 25 °C.
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Figura 18 — Fotodegradag&o do DPBF na presenga da NPC branca. Analise realizada em DMSO, na
temperatura de 25 °C.

A

0.8

0.6 / W\

Os

200's

0.4

Absorbancia (u.a.)
S
=

0.2

0.0

T T T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Comprimento de onda (nm)



72

Figura 19 — Fotodegradacédo do DPBF pelo 'Oz gerado pela MgPc livre. Analise realizada em DMSO,
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presenca dos sistemas

nanoestruturados contendo a MgPc sdo apresentados nas Figuras 20, 21 e 22. Da

mesma forma que na MgPc livre, observa-se o decaimento do pico de absorcdo do

DPBF, indicando a geracdo de 'O2. Além disso, é possivel observar que todas as

Ag

analises apresentaram 6tima linearidade para In (X) versus tempo, o que indica que

os dados se adequam ao modelo cinético proposto (cinética de primeira ordem). A

cinética de primeira ordem observada para a degradacdo do DPBF, na presenca da
MgPc livre ou das nanoparticulas (MH-b-PS@MgPc, MH-b-PMMA@MgPc ou

PCL@MgPc) concorda com o mecanismo proposto por Herath e colaboradores

(2005), o qual envolve as seguintes etapas:

Etapa 1: ativacao do fotossensibilizador (FS).

hv/I
IFS — 1FS*

9)
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Etapa 2: cruzamento intersistema (singlete —triplete)

cI
IFS* — S3FS

Etapa 3: formacéo de oxigénio singlete.

ka
3FS +302 — 102+ 1FS

Etapa 4: degradacédo do DPBF.

k
10, + DPBF - produtos

Etapa 5: degradacao fisica do oxigénio singlete.

k
10, + DPBF - DPBF + 30,

Etapa 6: desativacdo molecular do oxigénio singlete.

kq
10, - 302

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

onde o Av é a luz incidida, | € o numero de fétons incidentes, Cl € o cruzamento

intersistema e os ka, kq, ki € ka sd0 as constantes cinéticas de formacéo do 'Oz, de

degradacdo quimica do DPBF pelo 'Oz, de degradacdo fisica do 'Oz e de

desativagdo molecular do 'Oz, respectivamente. Por ks ter seu valor considerado
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muito pequeno nesse modelo, ao comparar com kg, assume-se que o DPBF né&o

interage com o FS.

Aplicando-se a aproximacao do estado estacionario para a lei de velocidade
de formacdo do 'O2 e para a velocidade de formacdo da FS* e 3FS obtemos as

equacodes 15 e 16, respectivamente.

% [102] = ka.[FFS*].[302] — (Kq + ki).[DPBF].[*O2] — ka.[!02] = 0 (15)

ka.[BFS*].[302] = la.da (16)

Para baixas concentragdes de DPBF podemos considerar que (kq + ki).[DPBF]
>> kd. A equacgdo 17 € obtida a partir dessa aproximacao na lei de velocidade de
degradacédo do DPBF, e comprova que a cinética em questao € de primeira ordem.
(HEARTH et al, 2005). O valor da constante de velocidade € obtido a partir da

equacao 18.

— L pPBF] = 2% 1pppp (17)
dt kg4

labakq _ (18)

onde la € 0 numero de fétons incidentes na amostra, kg € ka sdo as constantes
cinéticas de degradacdo quimica do DPBF pelo 'Oz e de desativagdo molecular do

102, respectivamente.

Na Tabela 4 sdo apresentados os valores das constantes de fotodegradacéo
do DPBF (k), o coeficiente de determinacdo (R?) e o rendimento quantico de

oxigénio singleto (®,) para as NPs. A diferenca nos valores de &, para a ZnPc e
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MgPc pode ser explicada pela natureza do centro metalico das ftalocianinas. O zinco
(I € um ion diamagnético de camada fechada, o que |he confere alto rendimento
tempo de vida do estado tripleto. Ja ions como cobre (II), cobalto (Il) e magnésio ()
sdo paramagnéticos de camada aberta, o que resulta em menor cruzamento
intersistema, menor tempo de vida do estado tripleto, e consequente diminuigdo na
capacidade de gerar 'Oz (LI et al, 2018; LI et al, 2019).

Figura 20 — Fotodegradacdo do DPBF na presenc¢a da nanoparticula MH-B-PS@MgPc. Grafico
interno: cinética de primeira ordem para a degradacéo fotoquimica do DPBF. Andlise realizada em
DMSO, na temperatura de 25 °C.
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Figura 21 — Fotodegradagéo do DPBF na presenga da nanoparticula MH-B-PMMA@MgPc. Gréfico
interno: cinética de primeira ordem para a degradacao fotoquimica do DPBF. Analise realizada em
DMSO, na temperatura de 25 °C.
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Figura 22 — Fotodegradacgdo do DPBF na presenca da nanoparticula PCL@MgPc. Gréfico interno:
cinética de primeira ordem para a degradacéo fotoquimica do DPBF. Analise realizada em DMSO, na
temperatura de 25 °C.
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Tabela 4 — Constante de fotodegradagdo do DPBF (k), coeficiente de determinagdo (R?) e rendimento
quantico de oxigénio singleto (Pa) para PS livre e encapsulados.

k(s R? ba
ZnPc 1,59 (£0,09) x10°2 0,998 0,672
MgPc 7,00 (£0,00) x10-3 0,999 0,275 (+0,009)
NPA 5,87 (+0,51) x102 0,999 0,256 (+0,030)
NPB 6,30 (£0,30) x103 0,999 0,250 (+0,044)
NPC 5,00 (+£0,08) x10-3 0,999 0,157 (£0,019)

Fonte: (KUZNETSOVA et al, 2000).

Os valores de @, para MH-b-PS@MgPc e MH-b-PMMA@MgPc sao
semelhantes aos encontrados para a MgPc livre (p > 0,05). Para PCL@MgPc é
possivel uma menor atividade fotodinAmica quando compara a MgPc livre e as
demais NPs (p < 0,05). Esses resultados indicam que micelas poliméricas de CPB
baseados em maltoheptaose sdo carreadores promissores para emprego na TFD,

uma vez que apresentam uma adequada atividade fotodindmica apds a
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encapsulacdo. Os valores de @&, para a MgPc encapsulada nos nanocarreadores
baseados na maltoheptaose sao similares aos valores encontrados na literatura para
o fotossensibilizador CIAIPc encapsulada em nanoparticulas de PS-b-PAA (5= 0,3)
(VILSINSKI et al, 2018).

5.3 CINETICA DE LIBERACAO IN VITRO

O uso de nanocarreadores para encapsulacdo de FS apresenta diversas
vantagens, sendo a liberagdo controlada do composto de interesse a que mais
desperta atencdo dos pesquisadores. Variados modelos matematicos sdo utilizados
para descrever a cinética dos processos envolvidos na liberacdo do FS do sistema
nanoestruturado (Hopfenberg, biexponencial, Weibull, Higuchi, Korsmeyer-Peppa,
Hixon-Crowell, entre outros) (COSTA e LOBO, 2001).

O perfil de liberacdo in vitro da MgPc encapsulada nos sistemas
nanoestruturados foi determinado pelo método do saco de didlise. Na Figura 23 sao
apresentadas as curvas da porcentagem de liberagdo do composto encapsulado nas
NPs em funcdo do tempo. A quantificacdo do teor de MgPc liberada foi feita
utilizando-se o método de fluorescéncia. Os espectros de emissao de fluorescéncia
da MgPc em funcdo da concentracdo, e a curva de calibragdo encontram-se no
Apéndice D (Figuras D1 e D2). A regido de linearidade da curva de calibrag&o foi no
intervalo de 3,95.1073 uM a 1,64.10"! uM, e os valores de LOD e LOQ foram de
1,51.1073 uM e 4,58.1073 uM, respectivamente.

Vérios fatores podem interferir na liberagdo de FS, tais como a concentracéao
da substancia dentro das nanoparticulas, as taxas de permeacdo através das
nanoestruturas e da membrana de didlise, e a concentracdo efetiva do composto no
saco de dialise (ALMEIDA et al, 2010). Varios mecanismos, como difuséo, efeito
osmotico ou erosao superficial podem reger a liberacdo de substancias a partir de

nanoparticulas poliméricas (KAMALY et al, 2016).

A porcentagem de liberagcdo da MgPc apds 4,8 h de experimento foi de
83,9%, 46,3% e 60,0% para MH-b-PS@MgPc, MH-b-PMMA@MgPc e PCL@MgPc,

respectivamente. Como pode ser observado na Figura 23, a diferenga no tempo total
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dos experimentos é justificada pela estabilizagcdo mais r4pida na liberagdo para MH-
b-PMMA@MgPc, evidenciada pelo platd. Para a analise do perfil de liberacdo da
MgPc foram utilizados seis modelos matematicos (ordem zero, primeira ordem,
Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Hixon Crowel e biexponencial), e os resultados de
constantes cinéticas de liberacdo da MgPc (k) e de coeficientes de correlacdo (R?)

sao apresentados no Apéndice D, Tabela D1.

Figura 23 — Perfil de liberagéo com fit biexponencial para MH-b-PS@MgPc, MH-b-PMMA@MgPc e
PCL@MgPc na temperatura de 37 °C.
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Analisando os valores de R? (Tabela 5) constatou-se que o melhor modelo
para descrever o perfil das NPs MH-b-PS@MgPc, MH-b-PMMA@MgPc e
PCL@MgPc é o biexponencial, que apresentou valores de R? mais préximos a 1. O
perfil de liberacdo de compostos baseado nesse modelo divide-se em duas fases: (i)
na fase | ocorre a rapida liberacdo da substancia de interesse e (ii) na fase Il ocorre
a liberacdo sustentada e controlada da MgPc, sugerindo uma lenta difusdo do

composto. Avaliando os valores das constantes cinéticas de cada fase do modelo
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biexponencial, observamos que os valores de ki e k2, condizem as fases | e Il
respectivamente, com ki maior que k2. Observando a ordem de grandeza das
constantes relativas a fase | podemos inferir que ha uma liberacdo mais rapida nas
nanoestruturas micelares, o que pode ser explicado pela facilidade de difusdo da
MgPc em estruturas mais flexiveis quando comparada a nanocapsulas, que séo

mais rigidas.

Tabela 5 — Constante cinética (k) e coeficiente de determinagédo (R?) resultantes da aplicacdo do
modelo biexponencial para os dados de liberacdo dos sistemas MH-b-PS@MgPc, MH-b-
PMMA@MgPc e PCL@MgPc.

Modelo Biexponencial (F = Fo (1 - ae 1t - be™,))

kl k2
R2
a b
1,48 .10%? 5,9.104
MH-b-PS@MgPc 0,9995
0,93 0,18
1,54 .10 3,2.10°
MH-b-PMMA@MgPc 0,9999
0,49 0,53
8,16 .10 1,18 .10*
PCL@MgPc 0,999
0,709 0,350

Outro fator que pode explicar a liberacdo mais rapida de MgPc na fase | para
0s sistemas micelares é a possibilidade de parte do composto estar incorporado as
cadeias poliméricas, ou até mesmo aderido a “casca” da micela. Essa sugestao é
baseada no aumento em médulo do potencial zeta das formula¢des contendo MgPc
guando comparado as suas respectivas NPs brancas. Além disso, como
demonstrado pelos valores de eficiéncia de encapsulamento abaixo de 100%, parte
do farmaco nao foi encapsulado, podendo assim influenciar no potencial eletrostatico
da superficie das micelas, e ao mesmo tempo estar mais acessivel ao meio externo

da cinética de liberacao.
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5.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE

5.4.1 Ensaio de taxa de sobrevivéncia

Com o objetivo de usar as NPs para fins terapéuticos avaliou-se a sua
toxicidade frente aos nematddeos C. elegans. (LICHTENBERG et al, 2019;
TOLEDANO et al, 2019) (ZHOU et al, 2015). Por apresentar diversas vias
metabdlicas similares aos dos vertebrados, os C. elegans fornecem informacdes de
toxicidade do organismo (TOLEDANO et al, 2019; WU et al, 2019; ZHOU et al 2015).

A avaliagdo da toxicidade de MH-b-PS@MgPc, MH-b-PMMA@MgPc,
PCL@MgPc e suas respectivas NPs brancas foi realizada expondo-se os C. elegans
a diluicdes das suspensdes coloidais. Os dados de taxa de sobrevivéncia em fungéo

do volume de NP utilizado sdo mostrados na Figura 24.

Figura 24 — Taxa de sobrevivéncia de vermes N2 expostos a diferentes volumes das nanoparticulas
(a) MH-b-PS@MgPc e MH-b-PS@branca, (b) MH-b-PMMA@MgPc e MH-b-PMMA@branca, e (c)
PCL@MgPc e PCL@branca durante 1 hora.
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Tabela 6 — Letalidade (%) em funcdo do volume utilizado das nanoparticulas contendo ou ndo MgPc.
Valores destacados indicam letalidade significativa.

Volume (uL) NPA/MgPc NPA NPB/MgPc NPB NPC/MgPc NPC
4,4 5,4 4,9 3,8 3,3 <3
16,7 7.4 6.8 7.4 <3 3,1
18,1 14,4 12.5 11.7 <3 3,3

5.4.2 Ensaio de desenvolvimento larval

Para complementar os dados de taxa de letalidade e o uso seguro das NPs,

foi realizada a andlise do desenvolvimento larval dos C. elegans. ApOs exposicao

aos nanocarreadores o comprimento dos vermes foi medido para avaliar o

desenvolvimento larval.
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Como observado na Figura 25, a exposicdo as NPs mostra uma pequena
reducdo do tamanho dos nematddeos. As imagens representativas dos nematddeos
expostos a 100, 200 e 400 yL das NPs para analise de desenvolvimento larval sao
mostradas na Figura 26. Para as nanoparticulas NPA e NPB considerando o desvio
padrao da medida podemos considerar que ocorreu a mesma reducdo no
desenvolvimento larval para todos os volumes testados. Contudo, para a NPC foi
observado uma reducédo do desenvolvimento larval de maneira volume dependente.
Além disso, para a NPA, NPB e NPC e suas respectivas nanoparticulas em branco a
maior diferenga foi observada para o volume de 400 pL (ver Tabela 7), o que pode
ser atribuido a uma variabilidade experimental visto que as analises foram realizadas

ao longo de 12 dias (um ensaio a cada 4 dias).

Figura 25 — Comprimento dos animais ap6s 48 h de exposi¢do as nanoparticulas (a) MH-b-
PS@MgPc e MH-b-PS@branca, (b) MH-b-PMMA@MgPc e MH-b-PMMA@branca, e (c) PCL@MgPc
e PCL@branca.
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Tabela 7 — Redugéo do crescimento dos vermes (%) em fun¢éo do volume utilizado de suspenséo de
nanoparticulas contendo ou ndo MgPc. Valores em destaque indicam reducao de crescimento

significativa.

Volume (uL) NPA/MgPc NPA NPB/MgPc NPB NPC/MgPc NPC
100 9.82 13.71 4.27 16.66 9.16 1.95
200 8.31 9.72 9.20 9.03 17.18 11.32
400 4.33 16.73 5.78 19.15 18.09 2.35

Figura 26 — Imagens representativas do comprimento dos nematédeos apds 48 h de exposicdo as
nanoparticulas (a) MH-b-PS@MgPc, (b) MH-b-PS@branca, (c) MH-b-PMMA@MgPc, (d) MH-b-
PMMA@branca, (e) PCL@MgPc e (f) PCL@branca.
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5.4.3 Mapeamento das nanoparticulas in vivo

Com o objetivo de determinar a ingestdo e a biodistribuicdo das
nanoparticulas in vivo, nematddeos C. elegans foram expostos durante uma hora as
formulacbes preparadas (MH-b-PS@MgPc, MH-b-PMMA@MgPc ou PCL@MgPc).
Utilizando a técnica de microscopia confocal, pode-se observar fluorescéncia
vermelha predominante nas células circundantes (Figura 27 — flechas azuis), e
alguns tracos de NPs no bulbo faringeo e no lumen intestinal (Figura 27 — flechas
verdes). Os resultados obtidos corroboram com estudos prévios encontrados na

literatura.

Mohan e colaboradores (2010), utilizando a técnica de microscopia confocal
com fluorescéncia, demonstraram a presenca de fluorescéncia vermelha em éareas
similares as observadas no presente trabalho. JA Chen e colaboradores (2011),
utilizando nanoparticulas com conversdo ascendente de fotons (NCAF), e Velasques
e colaboradores (2018), utilizando nanoparticulas de PCL, identificaram que as NPs
contendo compostos emissores de fluorescéncia verde estavam biodistribuidas nas

células circundantes apos a ingestdo e migracéo pelo limen intestinal.

Os resultados encontrados comprovam que as nanoparticulas preparadas sao
ingeridas com sucesso pelos nematdédeos. Pode-se também afirmar que ha um
processo de biodistribuicdo das NPs, que passam pelo sistema digestivo dos vermes
e se acumulam nos tecidos de células circundantes. Essas informacfes sdo de
extrema importancia para compreender a afinidade das formulagées com tecidos e
células, bem como as etapas de dispersdo das NPs e entrega da substancia de

interesse em organismos Vivos.
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Figura 27 — Imagens de microscopia confocal de fluorescéncia vermelha indicando a biodistribuicéo
das NPs em vermes expostos durante uma hora as amostras de (a) controle, (b) MH-b-PS@MgPc,
(c) MH-b-PMMA®@MgPc ou (d) PCL@MgPc.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho investigou a encapsulacdo do fotossensibilizador MgPc
em micelas poliméricas de copolimeros em bloco baseados em maltoheptaose (MH-
b-PS@MgPc e MH-b-PMMA@MgPc). A titulo de comparacdo também foi preparada
a nanocapsula de PCL@MgPc. Os resultados obtidos permitem afirmar que as

formulag@es foram preparadas com éxito, e que sdo termodinamicamente estaveis.

As dispersdes coloidais apresentaram adequadas caracteristicas fisico-
quimicas para emprego na TFD. O tamanho das NPs é condizente com a escala
nanomeétrica, e os baixos indices de polidisperséo e altos valores em médulo para o
potencial zeta indicam que os sistemas sdo altamente homogéneos e estaveis ao
longo do tempo. Além disso, as micelas poliméricas MH-b-PS@MgPc e MH-b-
PMMA@MgPc apresentaram Dn proximo a 100 nm (102 nm e 81 nm,
respectivamente), o que é vantajoso quanto a absorcdo celular. As andlises de
LUMiSizer mostraram que as formulacdes a base de MH-b-PS@MgPc e MH-b-
PMMA@MgPc séo altamente estaveis quando comparadas a formulacdo a base de
PCL@MgPc, e possuem estabilidade fisica estimada em trés anos. Os
nanocarreadores apresentaram valores de eficiéncia acima de 96%, 0 que permite
afirmar que as formulacdes preparadas sdo adequadas para a encapsulacdo do

fotossensibilizador hidrofébico MgPc.

Os resultados da avaliacdo da fotodegradacdo do DPBF comprovam que a
MgPc encapsulada nas micelas poliméricas (MH-b-PS@MgPc e MH-b-
PMMA@MgPc), gera niveis de !O:2 similares ao encontrado para o FS néo
encapsulado. Os valores de rendimento quéantico de oxigénio singleto sao
adequados, permitindo evidenciar a potencial aplicacdo das nanoparticulas na TFD.

Os experimentos de liberacdo in vitro da MgPc mostraram que todas as
nanoparticulas seguem o0 mesmo modelo cinético. O modelo matematico
biexponencial € o que melhor descreve a liberacdo da MgPc a partir das micelas
poliméricas (MH-b-PS@MgPc e MH-b-PMMA@MgPc) e da nanocapsula
(PCL@MgPc) pois ha liberagdo do composto em duas etapas com velocidades
distintas. A liberacdo mais rapida da MgPc na fase | para as micelas poliméricas

sugere a presenca de MgPc na superficie das nanoestruturas.
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O estudo de toxicidade demonstrou que as nanoparticulas causam uma
pequena reducdo do desenvolvimento larval dos C. elegans, mas ndo induzem
letalidade quando os vermes sdo expostos a baixas concentracfes. Além disso, os
dados indicam que ndo ha toxicidade associada a MgPc, o que torna o composto

promissor quanto a aplicacao biolégica.

Os resultados de imageamento por microscopia confocal de fluorescéncia
vermelha demonstraram que as NPs s&o ingeridas pelos nematddeos C. elegans, e
se biodistribuem no limen intestinal e, principalmente, nos tecidos de células
circundantes. Essa informacéo indica que as formulacdes preparadas sao eficazes
para entrega de MgPc a tecidos vivos, 0o que é essencial em aplicacbes na

nanomedicina.

Considerando estes resultados conclui-se que os sistemas nanoestruturados
baseados em maltoheptaose preparados nesse trabalho sédo carreadores
promissores para a MgPc. Avaliacbes complementares sdo necessarias, mas suas
excelentes propriedades fisico-quimicas, adequada atividade fotodindmica e cinética
de liberacéo, baixa toxicidade e boa biodistribuicdo demonstram que as micelas de
copolimeros em bloco a base de maltoheptaose contendo MgPc séo atrativas e

possuem potencial para uso em terapia fotodinamica.
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APENDICE A - ESPECTROS DE DLS E POTENCIAL ZETA PARA AS
NANOPARTICULAS EM BRANCO

Figura Al — Intensidade de luz espalhada I(q) versus diametro hidrodinamico para a nanoparticula
NPA branca.
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Figura A2 — Contagens totais versus o potencial zeta para nanoparticula NPA branca.
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Figura A3 — Intensidade de luz espalhada I(q) versus didametro hidrodindmico para a nanoparticula
NPB branca.
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Figura A4 — Contagens totais versus o potencial zeta para nanoparticula NPB branca.
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Figura A5 — Intensidade de luz espalhada 1(q) versus didmetro hidrodindmico para a nanoparticula
NPC branca.
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Figura A6 — Contagens totais versus o potencial zeta para nanoparticula NPC branca.
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APENPICE B — CURVA DE CALIBRACAO E TRIPLICATA DAS ANALISES DE
EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO

Figura B1 — Grafico de intensidade versus comprimento de onda para a curva de calibragao da MgPc
em DMF.
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Figura B2 — Gréfico de intensidade versus concentracao para a curva de calibragdo da MgPc em
DMF (média com desvio padrao).
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Figura B3 — Gréficos de intensidade versus comprimento de onda para as analises em triplicata de (a)
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B4 — Gréficos de intensidade versus comprimento de onda para as analises em triplicata de (a)
teor total de MgPc e (b) teor de MgPc livre, para as nanoparticulas NPB.
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B5 — Gréficos de intensidade versus comprimento de onda para as anéalises em triplicata de (a)
teor total de MgPc e (b) teor de MgPc livre, para as nanoparticulas NPC.
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APENDICE C - TRIPLICATA DAS ANALISES DE FOTODEGRADACAO DO DPBF

Figura C1 — Fotodegradacao do DPBF na presenca da ZnPc livre.

1.2

o

)
4 “
00 a"“

0 25 50 75 100 125 150
Tempo (s)

Absorbéncia (u.a.)

420s

— T - T 1 - T T T T T T T " T T
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Comprimento de onda (nm)

Figura C2 — Fotodegradacao do DPBF na presenca da ZnPc livre (duplicata).
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Figura C3 — Fotodegradacédo do DPBF na presenca da ZnPc livre (triplicata).
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Figura C4 — Grafico de In (AO/A) versus tempo da cinética de fotodegradacdo do DPBF na presenca
da ZnPc livre (média com desvio padrao).
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Figura C5 — Fotodegradacdo do DPBF na presenca da MgPc livre (duplicata).
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Figura C6 — Fotodegradacdo do DPBF na presenca da MgPc livre (triplicata).
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Figura C7 — Gréfico de In(AO/A) versus tempo da cinética de fotodegradacéo do DPBF na presenca
da MgPc livre (média com desvio padréo).
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Figura C8 — Fotodegradacéo do DPBF na presenca da NPA (duplicata).
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Figura C9 — Fotodegradacéo do DPBF na presenca da NPA (triplicata).
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Figura C10 — Gréfico de In(A0/A) versus tempo da cinética de fotodegradagédo do DPBF na presenca
da NPA (média com desvio padrao).
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Figura C11 — Fotodegradacdo do DPBF na presenca da NPB (duplicata).

1.2

] 1.4
1.2
1.04
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

In(Ao/A)

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225
Tempo (s)

Absorbancia (u.a.)

200 s

T T T
500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura C12 — Fotodegradacéo do DPBF na presenca da NPB (triplicata).
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Figura C13 — Gréfico de In(Ao/A) versus tempo da cinética de fotodegradac¢éo do DPBF na presenca
da NPB (média com desvio padrao).
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Figura C14 — Fotodegradacdo do DPBF na presenca da NPC (duplicata).
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Figura C15 — Fotodegradacéo do DPBF na presenca da NPC (triplicata).
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Figura C16 — Gréfico de In(Ao/A) versus tempo da cinética de fotodegradacdo do DPBF na presenca
da NPC (média com desvio padrao).
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APENDICE D - CURVA DE CALIBRACAO E TRIPLICATA DA ANALISE DE
CINETICA DE LIBERACAO IN VITRO

Figura D1 — Gréfico de intensidade versus comprimento de onda para a curva de calibracdo da MgPc
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Figura D2 — Gréfico de intensidade versus concentracéo para a curva de calibragdo da MgPc em
tamp&o/DMF (média com desvio padréo).
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Figura D3 — Intensidade versus comprimento de onda, para a analise de cinética de liberacao in vitro
do sistema MH-b-PS@MgPc.
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Figura D4 — Intensidade versus comprimento de onda, para a andlise de cinética de liberacao
in vitro do sistema MH-b-PMMA@MgPc.

220
200 4
180 4
160 4
140
120
100 4

80 +

Intensidade (u.a.)

60 -

640 660 680 700 720 740 760 780 800

Comprimento de onda (nm)



110

Figura D5 — Intensidade versus comprimento de onda, para a analise de cinética de liberacao in vitro
do sistema PCL@MgPc.
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Tabela D1 - Constantes cinéticas de liberagdo de MgPc (k) e coeficiente de determinagéo (R?) para
o0s seis modelos matematicos utilizados para avaliar o perfil cinético de liberagdo da MgPc.

Modelo de - . Modelo de Korsmeyer Modelo de
Ordem zero 12 ordem . " Meodelo Biexponencial .
Higughi. Peppas Hixson Crowell
ks k»
K R? k R? K R? R? n K R? k R?
a b
1,48 102 | 5,9.10%
MH-b-PS 6,83 0,449 | 0,937 | 0,5.102 | 0,494
0,198 | 0,678 | 0,56.102 | 0,376 | 5,185 | 0,863 0,9995 ’ ' ' , i
@MaPe
0,93 0,18
1,54 102 | 3,2.10°
MH-b-PMMA 0,477 | 0,961 | 0,4 .102 | 0,598
0,122 | 0,735 | 0,6.102 | 0,391 | 2,916 | 0,915 0,9999 | 3,585 ' ' , ,
@MaPe
0,49 0,53
8,16 .10% | 1,18 .10*
PCL 0,999
0,168 | 0,834 | 0,6 .102 | 0,517 | 4,177 | 0,963 ! 1,82 0,614 | 0,968 | 0,7.102 | 0,559
@MgPRs
0,709 0,350




