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RESUMO

Neste trabalho preparamos nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) a base da manteiga
de Cupuacu (Theobroma grandiflorum) para o carreamento do extrato aquoso da polpa de acai
(Euterpe oleracea) e camu-camu (Myrciaria florinda). As NLS foram obtidas pela técnica de
cisalhamento, ultrassom e caracterizadas pela técnica de Espalhamento de Luz
Dinamico (DLS), termogravimetria (TG-DSC) e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).
As propriedades espectroscépicas das formulac@es e dos extratos foram avaliadas por UV-Vis
e espectroscopia Molecular de Fluorescéncia. A fotoatividade foi verificada pela decomposi¢édo
do 1, 3-difenil-isobenzofurano (DPBF) e diodo emissor de luz - LED azul. As NLS
apresentaram um raio hidrodinamico médio de 116,2, 119,8 e 113,7 nm, indice de polidispersédo
(PDI) de 0,172, 0,184, e 0,194, o potencial Zeta de -30,05, -35,2 e -32 mV respectivamente. As
imagens de MEV confirmam a morfologia esférica das NLS obtidas. As formulacdes
apresentaram eventos térmicos com absorcdo do calor (endotérmicos) de decomposicdo de
massa em torno de 300 °C. As formulagdes ndo apresentaram citotoxicidade nas células de
fibroblastos testadas em 72 h. Na avaliacdo da fluorescéncia molecular foi observado que as
formulagGes NLS-BR, NLS-AC e NLS-CA apresentaram um pico maximo em 687,5 nm
quando excitado em 460 nm. No teste de decomposi¢cdo do DPBF ficou evidente a captura de
oxigénio singlete pelo rebaixamento da absorbancia em 416 nm. Na avaliacdo das formulacdes
para fotoinativacdo microbiana para Candida albicans, ndo foi significativa a inibicdo do
microrganismo. Verificou-se que a aplicacdo de NLS pode ser vidvel para a aplicacdo na
entrega de compostos hidrossoluveis passiveis de ativacdo pela luz mostrando grande potencial
para ser um fotossensibilizador para aplicacdo na terapia fotodinamica.

Palavras-chave: Nanoparticulas Lipidicas Solidas - NLS; Extrato de plantas;
Citotoxicidade; Fotoatividade.
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ABSTRACT

In this work we prepared solid lipidic nanoparticles (SLN) based on Cupuagu butter
(Theobroma grandiflorum) to carry aqueous extract of acai (Euterpe oleracea) and camu-camu
(Myrciaria florinda) pulp. The NLS were obtained by shear and ultrasonic technique and
characterized by Dynamic Light Scattering (DLS), thermogravimetry TG-DSC and scanning
electron microscopy SEM. The spectroscopic properties of the formulations and extracts were
evaluated by UV-Vis and spectrofluorescence. The photoactivity was verified by 1, 3-diphenyl-
isobenzofuran (DPBF) decomposition and light emitting diode - blue LED. The obtained NLS
showed an average hydrodynamic diameter of 116.2, 119.8 and 113.7 nm, polydispersity index
(PDI) of 0.172, 0.184, and 0.194, the Zeta potential of -30.05, -35.2 and -32 mV respectively.
SEM images confirm the spherical shape of obtained NLS. The formulations showed
endothermic thermal events of mass decomposition around 300 °C. The formulations showed
no cytotoxicity on fibroblast cells tested at 72 h. In the molecular fluorescence evaluation it was
observed that NLS-BR, NLS-AC and NLS-CA formulations showed a maximum peak at 687.5
nm when excited at 460 nm. In the DPBF decomposition test it was evident the capture of
singlet oxygen by the decrease of the absorbance at 416 nm. In the evaluation of the
formulations for microbial photoinactivation for Candida albicans, the inhibition of the
microorganism was not significant. It was found that the application of NLS may be feasible
for the delivery of light-activatable water-soluble compounds.

Key word: Solid Lipidic Nanoparticles (SLN); Plant extracts; Cytotoxicity;
Photoactivity
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1 INTRODUCAO

No contexto cientifico atual, a nanotecnologia emerge como uma estratégia inovadora
para diversos campos da pesquisa, sejam nas areas médica, diagnoéstica, terapéutica,
farmacéutica, nutricionais ou cosméticas; ou ainda na industria téxtil, de base tecnolégica como
comunicacdo, energética, entre outras aplicagdes (ZANETTI-RAMOS, 2015). As multifaces
desta nova ciéncia se dao pela sua génese nas areas fundamentais da ciéncia e tecnologia como
a quimica dos materiais, fisica, biologia, medicina e engenharias que tém novas aplicacfes em
escala nanométrica, ou até mesmo atémico-molecular (MARQUES, 2014).

Dentre essa gama de novos produtos e materiais que podem ser originados a partir do
emprego da nanotecnologia estdo as nanoplataformas. Sdo comumente usadas na entrega de
farmacos e drogas de diferentes classes (drug delivery), servindo para alterar/potencializar
algumas caracteristicas fisico-quimicas das moléculas como &rea de contato, solubilidade,
interacdo com a luz, condutibilidade etc. (ZARBIN, 2007).

Dentre essas nanoplataformas que podem ser utilizadas na entrega de farmacos
destacam-se 0s nanocarreadores de base organica como os lipossomas, micelas, nanoparticulas
poliméricas, nanoemulsdes e Nanoparticulas Lipidica Sélidas — NLS (TORCHILIN, 2006). As
NLS podem ser usadas em aplicacGes diversas, as que mais se destacam sdo para 0 aumento da
solubilidade dos farmacos poucos solUveis em agua, principalmente os da classe Il e 1V, de
acordo com o Sistema de Classificacdo de Biofarmacéuticos (BCS), (SHUKLA et al., 2017).

Nas classes dos farmacos que podem ser incorporados com 0 uso da nanotecnologia
estdo os conhecidos como fotossensibilizantes (FS). S&o moléculas que apresentam a
capacidade de interagir com a luz em um determinado comprimento de onda, e desencadear
uma série de eventos fotofisicos no meio que estiverem presentes (BAPTISTA et al. 2017).
Esta capacidade fotobiomodulagdo € a base da Terapia Fotodinamica - TFD, e os produtos
destas reacGes no meio biologico podem levar ao processo de morte de celulas tumorais
(SPIKES, 1985).

A aplicacdo da luz para o tratamento de enfermidades remonta aos tempos da Grécia
antiga, Egito e india, onde a exposicéo ao sol era utilizada como tratamento de doencas da pele
e outros males (DANIELL; HILL, 1991). Atualmente, as técnicas da medicina moderna
convergem para a aplicagcdo de FS mediados por nanocarreadores visando a otimizagdo dos
tratamentos de diversos tipos de doencas, como lUpus, psoriase, dermatites e cancer (QIDWAI,
et al. 2020). A aplicacdo da TFD também pode ser direcionada para a inativagdo de micro-
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organismos como alternativa a farmacos resistentes com aplicagdo de luz azul (TEGOS;
HAMBLIN, 2013).

Quando tomamos como base a biodiversidade da Amazonia brasileira, varias sdo as
possibilidades para a prospeccao de novos bioativos presentes em espécies vegetais que podem
ter aplicabilidade em terapias que utilizam luz como a TFD, pois muitas moléculas sdo obtidas
preliminarmente de base vegetal (FORESTO, 2021).

Quando a prospeccao de novos bioativos € realizada com conjunto do conhecimento
tradicional associado, as plantas medicinais passam a servir de base para diversas pesquisas e
triagens clinicas, visando uma possivel sele¢do e posterior escalabilidade na pesquisa de novas
moléculas (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016).

Segundo Marques e colaboradores (2019) a incorporacdo destes agentes FS em
nanoplataformas podem melhorar os resultados da estabilizacdo e da entrega dessas moléculas,
ja que estas nanoestruturas podem ser modificadas quimicamente durante a sua producao e ter
suas caracteristicas fisico-quimicas direcionadas visando um local especifico de entrega no
organismo.

A aplicacdo da nanotecnologia pode aumentar a quantidade de FS disponivel em virtude
da relacdo &rea/volume obtida pelo uso de nanoestruturas, alterando também a velocidade e o
rendimento das reacdes (LI; YAN, 2018).
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1.1 Objetivo Geral

Preparar e caracterizar nanocarreadores lipidicos (Nanoparticulas Lipidica Sélidas
NLS) a base de manteiga de cupuagu para entrega de compostos hidrofilicos para uso potencial
em terapia fotodinamica, visando a aplicabilidade dessa classe de carreadores.

1.2 Objetivos Especificos

e Preparar NLS com e sem extrato aquoso de plantas amazénicas com adicéo e
sem adicéo de polimero estabilizante Polietilenoglicol - PEG;

e Caracterizar as NLS obtidas por meio da técnica de DLS para determinar os
parametros fisicos das nanoparticulas como tamanho médio, potencial Zeta e
indice de polidispersividade; e a morfologia via Microscopia Eletronica de
Varredura - MEV;

e Auvaliar o comportamento térmico das NLS obtidas por meio da técnica de
calorimetria DTG e DSC;

e Avaliar a atividade fotodindmica das NLS contendo extrato de plantas e
curcumina; por meio da técnica de decomposicdo do 1,3-Difenilisobenzofurano
(DPBF);

e Determinar a fototoxicidade das NLS sem e com FS frente a linhagens de células

epiteliais;

e Auvaliar a fototoxicidade em microorganismos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Nanocarreadores lipidicos

Lipideos sdo geralmente compostos organicos que contém em sua composi¢ao
hidrocarbonetos que podem ser extraidos de fontes animais ou vegetais mediante 0 uso de
solventes de baixa polaridade (BRUM et al., 2009). Exemplos de lipidios mais comuns séo 0s
6leos, ceras, colesterois, esterdis, monoglicerideos, diglicerideos, triglicerideos, fosfolipideos e
vitaminas lipofilicas (FAHY et al., 2011).

Por apresentar biocompatibilidade, os lipideos se tornaram muito populares no
desenvolvimento de carreadores para medicamentos e mais recentemente em cosméticos
(CHAKRABORTY et al., 2009). No quadro 1, podemos observar as principais razdes do uso
de sistemas de base lipidica e as caracteristicas mais relevantes dos carreadores desenvolvidos

a partir de lipideos.

Quadro 1. Indicadores de uso para sistemas e carreadores de base lipidica. Adaptado de ZHOU et al.

(2018)
Justificativa para uso de sistemas de base Caracteristicas dos carreadores de base
lipidica lipidica
Adaptabilidade de excipientes Entrega controlada e direcionada de

Versatilidade no  desenvolvimento da
formulacéo

Perfil de baixo risco

Maior biodisponibilidade oral com menor
variagdo do perfil plasmatico

Alta permeacdo na entrega topica

Inovacdo de produtos com apelo de mercado

Escalabilidade

medicamentos

Estabilidade do farmaco

Incremento e melhora do conteldo
farmacoldgico em comparacdo a outros
sistemas de transporte

Capacidade de incorporacdo de farmacos
hidrofilicos e lipofilicos

Biocompativel e biodegradavel

Dose uniforme e melhorada

Reducdo da dose terapéutica devido a melhor
absorcéao

Perfil de baixo risco

Mishra e colaboradores (2018), reuniram em seu trabalho os principais sistemas de
entrega de farmacos de base lipidica. Foram elencadas 22 classes diferentes de carreadores,
cada qual com a sua particularidade: microemulsédo (ME), nanoemulsdo (NE), sistemas auto-
emulsionaveis de entrega de farmacos (SEEDS), emulsdo pickering (PE), lipossomas,
niossomas, farmacossomas, fitossomas/ herbossomas, lipossomas elasticos (transferossoma),
etossomas, arqueossomas, vesossomas, coloidessomas, aquassomas, cubossomas,
esfingossomas, ufassomas, emulssomas, novassomas, lipoesferas, microparticulas lipidicas

solidas (SLMs) e nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS).
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2.2 Nanoparticulas Lipidicas Sélidas — NLS

Dentre os carreadores de base lipidica citados no topico acima, pode-se destacar as
Nanoparticulas Lipidicas Sdlidas — NLS. Esta classe de carreador emergiu na década de 60,
como alternativa aos lipossomas na incorporacao de ativos hidrofobicos, mas foi na década de
90 que as NLS seguiram ganhando notoriedade (UNER; YENER, 2007).

As primeiras NLS desenvolvidas variavam sua composicao de 0.1 a 30% (p/p) de massa
lipidica dispersa em uma solucdo aquosa contendo surfactante, este agente estabilizador poderia
variar de uma proporgdo de 0.5 a 5% (p/p) em sua formulacdo (WEBER et al., 2014).

NLS apresentam um tamanho nanométrico e uma matriz (core) lipidica sélida a
temperatura ambiente e corporal, sendo um sistema diferenciado dos tradicionais sistemas
coloidais como emulsd@es, lipossomas e nanoparticulas poliméricas (HOU et al., 2003; SOUTO
etal., 2011).

NLS s8o carreadores coloidais em escala submicrométrica, seu tamanho pode variar de
50 a 1000 nm, com nucleo lipidico sélido e biocompativel de origem animal ou vegetal (ceras,
esterdides, acidos graxos, mono, di e tri glicerideos) dispersos em agua com diversos tipos de
emulsificantes e surfactantes (SOUTO et al., 2011).

Tem como caracteristica o tamanho reduzido, a ampla area de superficie e a boa
capacidade de encapsulamento do farmaco, que pode ser incorporado de forma homogénea na
matriz, na capsula de cobertura ou ainda no ndcleo (core) lipidico (MEHNERT; MADER,
2012; EKAMBARAM, 2012).

Essa classe de carreadores lipidicos é obtida geralmente pela homogeneizacao da fase
lipidica com uma solucéo aquosa de surfactantes em temperatura maior que o ponto de fuséo
do lipidio (WEBER et al., 2014). Dessa maneira é formada uma dispersédo tipo 6leo e agua
(O/W) que pode ser utilizada na entrega de farmacos e outros bioativos (ASSIS et al., 2012).

A entrega controlada de farmacos e do contetido presente nas NLS torna este carreador
vantajoso em comparagao a outros sistemas de entrega coloidais. Como seu nucleo é sélido em
temperatura ambiente, ocorre menor mobilidade no contetdo incorporado, possibilitando um
maior controle na velocidade de liberacdo das substancias presentes na matriz lipidica,
melhorando a estabilidade fisica, sendo indicado na entrega de compostos labeis (YANG et al.,
2014).

Devido a natureza cristalina da matriz das NLS pode ocorrer o processo de expulsdo do
conteddo com o passar do tempo de armazenamento (WEBER et al., 2014). Isso ocorre quando

a modificacdo na matriz é pouco ordenada durante a sintese e passa a ser altamente ordenada
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apos a produgdo, como predominio de B-modificagdes (Figura 1) muito comuns em arranjos
cristalinos (WEISS et al., 2008).

Dispersao de nanoparticulas lipidicas

\ Matriz lipidica de NLS
[
R==s)
O Matrizlipidica de NLE
lipidicas MO&ZA
/A
Agente L/O O O O
Estabilizante v ¢ Farmaco

Figura 1. Arranjo da matriz lipidica de NLS e NLE. Modificado de (WEBER et al., 2014)

Meio aquoso€—

Nanoparticulas @ﬂ

A composicdo dos &cidos graxos e triglicerideos que foram a matriz lipidica da
nanoparticula determina o espaco ocupado pela substancia de interesse a ser entregue, e essa
capacidade de entrega é limitada pelo efeito de cristalizacdo da matriz. Este efeito pode ser
contornado pela adi¢do de outros componentes lipidicos (cadeia média), preferéncialmente
6leos, que permitam a diminuicdo dessa cristalinidade originando Nanoparticulas Lipidicas
Estruturadas — NLE ou NLC em inglés (Nanostructured Lipid Carriers), essa nanoestrutura

agora passa a permitir maior incorporacdo do contetdo de interesse (WEBER et al., 2014).

2.3 Técnicas de obtencdo de NLS

NLS podem ser obtidas através de varias técnicas de preparo, dentre elas podemos
destacar a Técnica de Homogeneizacdo de Alta Pressdo — HAP —, Homogeneizacao a Quente,
Homogeneizagéo a Frio, Método de Microemulsdo, Cisalhamento e Ultrassom, Evaporagéo do
Solvente, Emulsificacdo e Difusdo do Solvente (GANESAN; NARAYANASAMY, 2017).

2.3.1 Homogeneizacdo de Alta Pressdao — HAP

Esta técnica também conhecida em inglés pela sigla (HPH) High Pressure
Homogenization, contempla ambos 0s processos: homogeneizagdo a quente e a frio. Nas duas
etapas de preparacdo, o farmaco € primeiramente solubilizado no lipidio ja fundido e seguido

de homogeneizacéo sob presséo elevada (TADROS et al., 2004).
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2.3.2 Homogeneizagdo a quente

De maneira geral, a temperatura de trabalho é conduzida além do ponto de fuséo da fase
lipidica utilizada na preparacdo (FADDA et al., 2013). Uma pré-emulsdo ¢ feita contendo o
farmaco e o lipidio em estado liquido; e outra fase aquosa contendo o agente emulsificante, e
s&o preparadas em iguais condicBes de temperatura (GUTIERREZ et al. 2008).

Na obtencdo desta emulsdo pode-se utilizar agitacdo simples, ou aparatos mais
elaborados como equipamento do tipo rotor-estator para misturar e reduzir o tamanho das
particulas (EKAMBARAM, 2012). A utilizagdo do rotor-estator sem outras técnicas
complementares ja seria suficiente para obtencdo de NLS com tamanho médio adequado
(MANEA, 2014). Podem ser utilizadas também como complemento para a redu¢do do tamanho
e homogeneidade da amostra a técnica de (HPH) (HOU et al., 2003) e ultrassom (SOUTO et
al., 2011).

Para a aplicacdo da técnica de HPH, a pré-emulsdo contendo éleo e agua precisa estar
de acordo com os parametros da formulacdo, seguindo ciclos (geralmente 3) de
homogeneizagdo em presséo elevada, entre 100 e 1500 bar (MARCATO, 2009); mas de acordo
com GUO e colaboradores (2015), estes parametros podem variar para a produgéo de NLC
utilizadas na administracdo percutanea de alcaldides, obtendo resultados mais satisfatérios a
uma velocidade de 5000 rpm (rotor-estator) na pré-emulsao e 5 ciclos de 800 bar na técnica de
HPH.

2.3.3 Homogeneizacdes a frio

Esta técnica se assemelha a técnica de inversdo de fases (PIT) na obtencdo da pré-
emulsdo. Nesta etapa, a fase lipidica contendo um principio ativo ou farmaco é vertida em uma
solucdo de surfactantes fria, induzindo a formacé&o de microparticulas (YAMADA et al., 2018).
Em seguida, a amostra € processada por HPH produzindo nanoparticulas que sé@o resfriadas
abaixo da temperatura ambiente (FENG e MUMPER, 2013).

Normalmente, a aplicacdo desta técnica de homogeneizacéo a frio é empregada quando
surgem fatores limitantes associados na técnica de homogeneizacdo a quente (PARHI,
SURESH 2010). Estas limitacbes podem ser relacionadas a termolabilidade do farmaco ou
composto a ser encapsulado (YOU et al., 2007). Ou ainda quando estes componentes
apresentam alguma dificuldade de distribuicdo na fase aquosa quando condicionadas a

temperatura do ambiente, e no processo complexo de cristaliza¢do quando considerada as varias
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modificagdes na matriz lipidica depois de fundida e super-resfriada (MEHNERT; MADER,
2012).

2.3.4 Método de Microemulsio

Nesta técnica podem ser obtidos sistemas de dupla fase, como 6leo em agua (O/W),
originada por um lipidio com baixo ponto de fusdo, que comumente € o acido estedrico e um
agente emulsificante, que pode ser Tween ou Span (MEHNERT; MADER 2001).

Como estes componentes sdo termodinamicamente estaveis e apresentam uma baixa
tensdo superficial entre fases, pode ocorrer a formacéo de micelas (DINGLER; GOHLA, 2002).
O processo de obtencdo da microemulsdo € iniciado pela fusdo da fase lipidica na qual é
acrescido o farmaco ou outra substancia de interesse por dissolucdo ou dispersao, de acordo
com asua polaridade (SOUTO et al., 2011). Quando a preparacao da microemulsao é concluida,
a mesma e vertida sobre uma solug&o de surfactante resfriada (EKAMBARAM, 2012).

2.3.5 Cisalhamento e Ultrassom

Quando a homogeneizacao das fases que compdem é adequada, os resultados tendem a
ser melhorados. A aplicacdo da técnica de homogeneizacdo de alto cisalhamento (corte) ou
High Shear Homogenization — HSH — é muito empregada para a correta mistura dos
componentes de uma formulagdo estudada (SONNEVILLE-AUBRUN, et al., 2004). Esta
técnica consiste na aplicacdo de altas rotagdes na homogeneizacdo da amostra, que variam de
5 a 25 mil rpm; isto forca a passagem dos componentes da mostra pelo conjunto rotor-estator,
guebrando fisicamente a amostra em partes menores (TRIPLETT; RATHMAN, 2009).

Em muitos experimentos, a técnica de alto cisalhamento é complementada pela técnica
de ultrasonificacdo, sendo que, no primeiro processo sao formadas particulas com certa
heterogeneidade e de escala variada, podendo ser em micrometros ou nandmetros (PUGLIA et
al., 2013).

O equipamento de ultrassom libera quantidade consideravel de energia por cavitagdo
diretamente na solugdo (PATIL; PANDIT, 2007). Uma haste de titanio, em frequéncias
ultrassonicas, faz com que as moléculas lipidicas sejam quebradas em partes menores formando

goticulas ou droplets, geralmente menores que 1000 nm (WISSING, 2004).
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2.3.6 Evaporacéo do solvente

Podemos obter NLS quando solubilizamos um componente lipidico em um solvente
organico imiscivel em agua como hexano, ciclohexano ou acetona, o qual é emulsificado em
uma fase aquosa (EKAMBARAM, 2012).

Depois de obtida a emulsificacéo, o solvente é evaporado sob baixa pressao entre (40 —
60 mbar). Neste procedimento, microparticulas ou nanoparticulas sdo formadas por
precipitacdo do lipidio na fase aquosa (MARCATO, 2009). Quando o tamanho das particulas
estd na escala de micrometros esta técnica pode ser complementada utilizando um
homogeneizador de alta pressdo ou ultrassom para se obter as NLS (MEHNERT; MADER,
2012).

2.3.7 Emulsificacéo e difusdo do solvente

Aqui, uma fase organica é composta de um lipidio igualmente dissolvido num solvente
organico imiscivel em dgua como acetona ou ciclohexano (MITRI et al., 2012). Nesta fase é
incorporado o farmaco ou o principio ativo, e pode-se ainda, adicionar um co-tensoativo como
a fosfatidilcolina para elevar a estabilidade termodinamica da emulsdo (IMBROGNO et al.,
2015). Em seguida, ocorre a emulsificacdo da fase orgénica em outra fase aquosa contendo
tensoativo, posteriormente o solvente organico é evaporado em pressdao reduzida
(EKAMBARAM, 2012).

Neste caso 0s componentes a serem carreados como ativos hidrossollveis, podem ser
dissolvidos numa fase aquosa que posteriormente vai constituir a fase interna de uma emulsao
mdaltipla tipo A/O/A (MORA-HUERTAS et al., 2011). Esta técnica € usada na incorporacéo de
peptideos e proteinas em NLS e no uso de formulagdes poliméricas (LIM et al., 2012).

A emulsificacdo-evaporacdo do solvente origina particulas com dimensdes menores,
proximo de + 25 nm devido a menor viscosidade da fase interna, que € resultante do lipidio
estar dissolvido em um solvente orgéanico ao inves de fundido (TROTTA et al., 2003). Ha
vantagem neste método de evitar a exposicdo dos principios ativos a temperaturas elevadas,

mas se tem o inconveniente da utilizacdo de solventes organicos (SOUTO et al., 2011).

2.3.8 PEGlacao

Os polimeros sdo classificados como moléculas sintéticas ou naturais que se
caracterizam por apresentar uma multipla repeticdo de &tomos ou grupos ligados entre si, que
em quantidade podem fornecer propriedades quimicas distintas quando aplicados em uma
substancia de interesse (VILLANOVA, et al,. 2010). O Polietilenoglicol (PEG) é um polimero
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hidrofilico, biocompativel, sendo um agente de revestimento muito comum por ser atéxico e
aprovado pela FDA, é encontrado comercialmente em pesos moleculares que variam de 1000 a
20000 Da (LAURENT, et al., 2008).

NLS podem ser modificadas por meio da adicdo de polimeros sintéticos e
biocompativeis, por meio da ligacdo covalente com a estrutura de interesse, pode-se alterar
algumas caracteristicas como solubilidade, toxicidade, aumento do tempo de meia vida,
diminuicdo da toxicidade; sendo fundamental para a melhoria das propriedades destes
conjugados (FREITAS, et al., 2010).

O estudo de nanocarreadores modificados pela adicdo de polimeros como PEG
(PEGIlacdo) é importante para a determinacdo de suas caracteristicas fisico-quimicas em
sistemas coloidais para aplicacdo na entrega de substancias de interesse como moléculas
bioativas, observando a influéncia da adicdo de PEG durante o processo de sintese em

formulagdes lipidicas.

2.4 Tamanho de particula e Potencial Zeta

Nos sistemas coloidais as misturas homogéneas apresentam duas fases distintas onde
uma é dispersa em outra, que pode ser um sélido, liquido ou gas (JUNIOR; VARANDA, 1999).
Quando em escala nanomeétrica € invisivel ao olho humano com tamanho médio entre 1 e 1000
nm; autores mais recentes conceituam a nanotecnologia dentro de um escopo dimensional de 1
a 100 nm apenas (SHREY-SINDHWAN, 2021).

Para que haja estabilidade entre as fases distintas é necessario o uso de agentes
emulsificantes como tensoativos ou detergentes, podendo ter natureza i6nica ou anibnica
(LOCHHEAD; RULISON, 1994). Estes agentes emulsificantes sdo moléculas que apresentam
propriedades anfifilicas e podem adsorver-se na interface das fases no processo de
emulsificacdo, aumentando a estabilidade do sistema (LOCHHEAD, 2017).

Dois indicadores muito utilizados para descrever a estabilidade de sistemas coloidais
como emulsdes e nanoemulsdes, ¢ o potencial Zeta ({) e a distribuicdo de tamanho
(CLOGSTON; PATRI, 2011).

Tanto potencial Zeta quanto a distribuicdo de tamanho sdo baseadas no espalhamento
dindmico de luz ou Dynamic Light Scattering (DLS) em inglés. S&o técnicas primordiais na
caracterizagdo de colo6ides com carga elétrica superficial e esta técnica se baseia na teoria do
espalhamento de Mie para estimar o tamanho da particula (BERNE; PECORA, 2000).

Um dos primeiros experimentos utilizando uma fonte de luz monocromatica para

detectar o espalhamento de luz de uma amostra coloidal foi realizado por John Tydall em 1968,
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onde demonstrou que as particulas do meio eram maiores que o0 comprimento de onda incidente
(HUANG et al., 2021).

A técnica de DLS é frequentemente utilizada para analisar a distribuicdo de tamanho das
nanoparticulas em aplicacdes biomédicas, pois apresenta vantagem de ser uma técnica de
preparacao relativamente répida, podendo ser executada com uma baixa quantidade de amostra
sob diferentes condicGes de pH e temperatura (STETEFELD et al., 2016).

Esta técnica consegue medir o tamanho submicrométrico das amostras pelo regime da
flutuacéo da intensidade da luz espalhada (BHATTACHARJEE, 2016). Quando a formulagéo
apresenta um tamanho reduzido de particula, hd uma tendéncia de este sistema permanecer em
equilibrio hidrodindmico (DIGMAN; GRATTON, 2011).

O potencial Zeta ({) geralmente ¢ avaliado em conjunto com a técnica de DLS, é usado
para estudar as propriedades das particulas em dispersfes e emulsGes, é usado para estimar a
carga de superficie, o potencial de superficie, mobilidade eletroforética ou o ponto isoelétrico
de sistemas com cargas e a estabilidade (BHATTACHARJEE, 2016). O entendimento destas
varidveis pode auxiliar na tomada de decisdes para a producdo e investigacdo de sistemas
coloidais estaveis (KARMAKAR, 2019).

2.5 Nanotecnologia na entrega de fotossensibilizadores

Os nanomateriais, nanodispositivos ou nanoparticulas — NPs oferecem uma contribuicao
fundamental nas areas de farmacos e produtos afins (YETISEN et al.,, 2016). Estes
nanomateriais podem ser enriquecidos pela adicdo de constituintes moleculares a fim de poder
interagir com outras moléculas e estruturas celulares para aumentar o Efeito de Permeabilidade
e Retencdo (EPR), (LEPORATTI, 2022).

Nanocarreadores podem ser de maneira ampla, classificados como de base organica,
base inorganica, ou hibrida que é a combinacdo de ambos (ANANIKOV, 2020). Os
nanocarreadores de base organica consistem em estruturas poliméricas, estruturas de base
lipidica (lipossomas, NLS, nanoemulsdes), dendrimeros e de base de carbono (fulerenos,
nanotubos), de base inorgéanica (nanoparticulas metalicas, nanoparticulas de silica e pontos
quanticos) (MILANE et al., 2008).

Na TFD, nanomateriais organicos alcangaram seguranca e controle na entrega de FS,
gue juntamente com nanomateriais inorganicos elevam as potencialidades nesta modalidade
terapéutica (BECHET et al., 2008). Na figura 3, podemos observar as diversas classes de

nanoplatarformas que podem ser utilizadas para a entrega de drogas e moléculas em TDF.
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Figura 2. Nanoplataformas para uso em TFD, (SHANMUGAPRIYA; KANG, 2019).

O mecanismo de acdo da TFD é dependente da producdo de oxigénio singleto e do
direcionamento seletivo do FS evitando os tecidos saudaveis (ZALESSKAYAA,
ULASHCHIK, 2009). Tais condi¢des podem ser potencializadas com a combinacéo de NPs
como tém sido evidenciadas em estudos pré-clinicos e clinicos (LI E YAN, 2018).

O incremento nos resultados obtidos pelo uso da nanotecnologia aliada a TFD
convencional sdo decorrentes do aumento da superficie em relacdo ao volume, incremento do
FS disponivel para o local alvo, coeficiente de extingdo molar, juntamente com o rendimento
quantico que podem ser modificados com a aplicagdo de técnicas baseadas em nanocarreadores
(QIDWAI et al., 2020).

2.6 Terapia Fotodindmica

A historia da fotomedicina remonta a mais de 3000 anos na india, onde a luz do sol era
utilizada para propositos terapéuticos (SELLERA et al., 2014). Estes registros sao encontrados
no texto sagrado Hindu Atharva Veda que data de 1400 AC (WYSS et al., 2000). Pessoas com
vitiligo (uma despigmentacédo desigual da pele) eram tratadas com doses de extratos de plantas
(Eclipraprostata, Citrulluscolocinthis e Curcuma longa) (WEISS et al., 2004).

Na tradicional medicina Chinesa e Ayurvédica a planta Psolareacolilifélia que contém
0 componente furanocumarina, também chamada de "psoralen™ é usada em aplica¢des similares
(BETHEA et al., 1999). No antigo Egito, outra planta contendo furanocumarina Ammimajus
era empregada com as mesmas finalidades (HAMBLIN; HUANG, 2013).



26

Os relatos da luz sendo aplicada com propdsitos da ciéncia médica moderna séo
convencionalmente datados do inicio do século 19, em decorréncia dos trabalhos de Raab
(AMOR; JORI, 2000). Oscar Raab foi aluno de Hermann Von Tappeiner, no Instituto
Farmacoldgico de Munique, e estava envolvido no estudo da acridina, um corante de cor
laranja, extraido do alcatrdo de carvdo que pertence a classe das xantanas, uma molécula
compartilha diversos compostos aromaticos comuns aos corantes de acridina (BYVALTSEV
etal., 2019).

Raab observou que a quantidade de luz influenciava diretamente na taxa de mortalidade
de Infusoria, (uma espécie de paramecium usado em experimentos biolégicos da época),
guando em contato com a acridina, e concluiu que a efetividade da acdo do corante dependia
diretamente da absorcdo da luz em funcdo do comprimento de onda adequado (MACHADO,
2000).

Ap0s este achado de Raab e Von Tappeiner, juntamente com outros colaboradores,
foram conduzidos outros estudos nos anos seguintes sobre este fenémeno, e cunharam o termo
“fotodinamico” para diferir do fenomeno de “fotossensibilizagdo” observado em filmes
fotogréficos (SPIKES, 1985).

Em virtude destes trabalhos sobre a fotossensibilizacdo, o grupo de Von Tappeiner
descobriu que o oxigénio também era preciso para que ocorresse o efeito fotodinamico (STEPP,
2003). Esses resultados também estdo registrados no livro "History of photodynamic therapy in
dermatology” (SZEIMIES, 2001).

Lipson e Schwartz no inicio da década de 50 redescobriram o efeito fotodindmico
guando constataram que uma mistura de Derivados de Hematoporfirina (DHP) apresentou uma
maior fluorescéncia na visualiza¢do de tumores durante uma cirurgia ante a Hematoporfirina
isolada (LIPSON et al., 1961).

No inicio da década de 70, Thomas Dougherty e seus colegas do Roswell Park Cancer
Institute (University of Buffalo, USA) desenvolveram o precursor do que seria 0 primeiro
fotossensibilizante que estaria disponivel em escala comercial na década de 90 (KESSEL,
2020). O Photofrin® foi obtido por meio do aperfeicoamento de técnicas cromatograficas e
aplicado no tratamento de cancer de bexiga no Canada, em 1993 (KENNEDY et al. 1990).

Posteriormente o Photofrin®, teve seu uso aprovado nos Estados Unidos, Europa e
Japdo para estagios adiantados de cancer de pulmao, cancer cervical, adenocarcinoma
mesofaringeo, etc. (DOUGHERTY, 2002; O'CONNOR et al., 2009). Atualmente, diversas séo
as aplicacOes da terapia fotodinamica além da ja reconhecida eficacia no tratamento do cancer,
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outras aplica¢cdes ndo oncoldgicas sejam dermatolégicas, vasculares, oftalmoldgicas, dentais,
neuroldgicas, esqueléticas, etc. (CORREIA, 2021).

2.6.1 Mecanismos da Terapia Fotodinamica

Para que esta técnica seja eficaz € necessaria a participacdo de trés elementos
fundamentais: fotossensibilizante (FS), Luz para gerar o estimulo e o oxigénio molecular
(OGILBY, 2010). A TFD se fundamenta na excitacdo do FS com um comprimento de onda
especifico, desencadeando reagdes fotoquimicas do tipo | e do tipo Il (BAPTISTA et al. 2017).
Estes efeitos podem ser mais bem compreendidos observando-se o diagrama de Jablonski
(JAFFE; MILLER, 1966).

Os diagramas de Jablonski sdo ferramentas primordiais para descrever 0S processos
quanticos envolvidos na absorcao e na emissao da luz, que podem ser a absorcéo de um foton,
cruzamento intersistema, conversao interna, fluorescéncia, fosforescéncia e transicdes tripleto-
tripleto (ASKES et al. 2015).

A figura 3 mostra todos 0s possiveis eventos, que ocorrem quando uma molécula de FS
recebe radiacdo eletromagnética ndo ionizante, na forma de luz visivel (YOON et al., 2013). O
FS age como uma “probe” molecular, responsavel por transferir elétrons e formar Espécies
Reativas de Oxigénio — ERO’s ou ROS, em inglés Reactive Oxygen Species, que sdo altamente
toxicas para as células (Oliveira et al., 2015).
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Figura 3. Diagrama de Jablonski. Modificado de (YOON et al., 2013).

Geralmente, o FS em seu estado fundamental possui dois elétrons (e”) em spins opostos
no seu orbital de menor energia, sendo ativado por um foton de luz a partir do seu estado
fundamental singleto (So) (DEROSA; CRUTCHLEY, 2002). Para o primeiro nivel de excitagdo
de vida curta (S1) sem a mudanca desses spins, nesse momento tem-se o0 estado excitado singleto
(BAPTISTA et al. 2017).

Nesta fase 0 FS ndo pode participar de reacfes a nivel do substrato celular pois seu
tempo de vida médio € extremamente curto, variando de nano a picossegundos, e a prioridade
do e excitado é retornar ao nivel fundamental vibracional de zero (LAKOWICZ, 2013).

O FS pode retornar ao seu estado fundamental (So) emitindo a energia absorvida por
fluorescéncia ou por conversdo interna; pode também se apresentar como alternativa, num

relaxamento mais demorado pelo cruzamento de intersistemas formando o primeiro estado
tripleto (T1) (OGILBY, 2010). O estado excitado T: do FS pode retornar para o estado
fundamental So emitindo fosforescéncia; com, a energia transferida de T1 para 0 oxigénio
molecular ou substratos bioldgicos em forma de ERO’s (102, H20,, O™, *OH) substancias que
produzem danos e morte celular, principalmente por necrose ou apoptose (YOON et al., 2013).
Os dois principais caminhos fotoquimicos conhecidos na TFD sé&o reacdes do tipo | e
reacOes do tipo 11 (BAPTISTA et al., 2017). Nas reac6es do tipo | o FS interage com o0 oxigénio
ou outra biomolécula que acaba por resultar na transferéncia de um atomo de hidrogénio ou
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elétron, gerando entdo as espécies conhecidas como radicais livres (YAN et al. 2016). No tipo
Il da reacdo, o oxigénio singleto é gerado como resultado da transferéncia de energia do estado
excitado T1 do FS para o estado fundamental tripleto do oxigénio molecular (JAFFE; MILLER,
1966).

O oxigénio singleto pode ser considerado a mais danosa das espécies reativas, pois reage
com moléculas biologicas variadas, dentre elas o-aminodcidos (triptofano, histidina e
metionina), lipidios insaturados e demais componentes das células e membranas nucleares
causando danos irreversiveis as células tumorais (CHILAKAMARTHI; GIRIBABU, 2017).

A maioria dos FS apresenta absor¢do em um intervalo de 600 — 950 nm que
correspondem a “janela terapéutica” ou “janela fotodindmica” onde os tecidos bioldgicos
apresentam maior absorcdo dos cromoforos enddgenos, onde se aplicam a maioria dos
tratamentos mediados pela luz (CASTANO et al., 2004).

2.6.2 Mecanismos de morte celular em TFD

As terapias convencionais como a quimioterapia e radioterapia utilizadas no tratamento
de tumores, desencadeiam o processo de morte celular (apoptose) via pontos de checagem do
ciclo celular, parada de crescimento e ativacao da p53 (HAMBLIN, 2020). Na TFD existe uma
tendéncia da apoptose celular ser desencadeada principalmente por uma resposta ao estresse
oxidativo agudo, causada por danos em membrana externa ou interna (mitocondrial), na entrega
do citocromo ¢ e formacéao do apoptossoma envolvendo a caspase (CASTANO et al., 2004).

Geralmente, estes danos ocorrem em sitios subcelulares onde as moléculas de PS estéo
localizadas, algumas ftalocianinas, acido aminolevulinico indutor de pro-protorporfirina IX e
certos tipos de corantes catiénicos podem causar danos primarios nas mitocéndrias, levando ao
processo de apoptose (ORTEL et al., 2009). Outras estruturas celulares também sdo alvos de
diferentes classes de PS, dentre as quais a propria membrana plasmatica, nacleo, complexo de
Golgi, lisossoma e estruturas do citoesqueleto (FERREIRA et al., 2004).

No Quadro 2 ficam elencados os mecanismos majoritarios encontrados para tratamentos

antitumorais que sdo desencadeados pela terapia fotodindmica a nivel celular.
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Quadro 2. Mecanismos de morte celular ativados pela TFD. Modificado de (MROZ et al., 2011).

Estrutura celular Processo
Mitocondria:
Entrega do citocromo ¢
Dano direto a célula Dano a Bcl-2 Apoptose
Citoplasma:
Dano a NFxB
Reticulo endoplasmético:
Beclin 1 Autofagia
Ativacdo da mTOR
Desintegracdo da membrana celular Necrose
Apoptose
Ocluséo vascular Deplecéo local de oxigénio e nutrientes Necrose
Autofagia
Apoptose
Ativacdo da  resposta Células T citotoxicas mediada por
imune granzimas

Vale citar que os mecanismos de morte celular dependem das propriedades fisico-
quimicas dos FS, bem como da concentracdo, tempo de incubacédo, tempo de irradiacéo, e etc.
(HAMBLIN, 2005)

2.6.3 Foto inativacao bacteriana

Na atualidade, é notéria a preocupacdo com o crescimento da resisténcia que 0s
microrganismos vém apresentando as diversas classes de antibiotiocos existentes utilizadas nos
tratamentos de infeccdes bacterianas, contudo a descoberta de novas classes de medicamentos
capaz de combater esses agentes ndo evolui com a mesma rapidez (MAISCH et al., 2005;
JOURNAL OF ANTIMICROBIAL CHEMOTHERAPY, 2016).

Dados os alertas direcionados a resisténcia microbiana a antibiéticos como MRSA
(Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) faz-se necessario a busca de alternativas que
possam desempenhar um papel alternativo no controle deste tipo de agente patogénico.
Microrganismos como virus, fungos e bactérias podem ser mortos por meio da luz visivel com
0 emprego do FS adequado em um processo chamado de Inativacdo Fotodindmica
(Photodynamic Inactivation — PDI), (GAD, et al.,, 2004). TFD vem notadamente se
apresentando como ferramenta eficaz no controle desses microrganismos, uma vez que é grande
a possibilidade de alvos macromoleculares passiveis de serem atacados por ROS e nao
possibilitar o desenvolvimento de resisténcia como nos medicamentos, mostrando-se como
terapia antibacteriana alternativa (PERUSSI, 2007).
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De acordo com Demidova e Hamblin (2005), a eficiéncia da inativagéo bacteriana fica
condicionada a classificacdo das bactérias, se Gram-positivas (+), ou Gram-negativas (-).
Geralmente as bactérias Gram-positivas sao mais susceptiveis a PDI, uma vez que suas
membranas capturam os corantes mais facilmente e as bactérias Gram — negativas apresentam
uma membrana mais complexa como bicamadas lipidicas.

A aplicacdo de FS com as caracteristicas adequadas usadas na TFD convencional, pode
ter uso semelhante na foto-inativacdo de micro-organismos, seguindo como tratamento
complementar a outros tipos de antibioticoterapia por ndo apresentar a problematica da
resisténcia, podendo ainda ser mediada por cromoforos fotossensibilizantes endégenos como
ferro livre, porfirinas e flavinas (WANG, 2019)

2.7 Classificacdo dos fotossensibilizadores

Nas aplicacbes clinicas ou experimentais os fotossensibilizantes precisam apresentar
caracteristicas que viabilizem seu desenvolvimento e aplicacdo. Os pardmetros que definem a
viabilidade do uso de um FS € primeiramente a sua localizacéo na célula, e esta caracteristica é
governada pela natureza quimica do FS como peso molecular, lipofilicidade, anfifilicidade,
carga ionica e ligacdo proteica (CASTANO et al., 2004).

Por apresentarem uma producdo consideravel de oxigénio singleto, os compostos do
tipo porfirinas, clorinas e ftalocianinas possuem as caracteristicas fotofisicas adequadas para
uso em TFD, justificando a grande aplicacdo dessas classes de moléculas neste tipo de
tratamento (DEROSA; CRUTCHLEY, 2002). Desde os primeiros experimentos utilizando
TFD, os fotossensibilizantes vém se desenvolvendo seguindo uma classificacéo tradicional e
cronoldgica desta classe de moléculas, podendo-se classificar hoje, os fotossensibilizantes
como sendo de terceira geracdo (MESQUITA et al., 2018).

FS de primeira geracao

A primeira geracdo de FS surgiu a partir dos Derivados da Hematoporfirina— HPD
(Figura 4), Schwarz tratou hematoporfirina com &cido acético e acido sulfurico a 5% em
temperatura ambiente por 30 minutos, obtendo uma mistura de cor parpura que foi chamada de
“Derivados de Hematoporfirina”. Posteriormente, Lipson e colaboradores utilizaram esta
preparacdo injetada em modelo animal em quatro tipos de tumores na época:
rabdomiossarcoma, adenocarcinoma mamario, carcinoma de Walker 256 e carcinoma de
Flexner-Jobling Shawarz, s/d apud (LIPSON et al., 1961).
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Figura 4. Hematoporfirina e Derivados, (Castano et al.,2004).

Durante o experimento cirdrgico, as células tumorais se destacavam pela fluorescéncia
emitida sobre a luz branca que otimizou a visualizagédo do tecido durante o procedimento
(MOAN et al., 1982).

Esta primeira geracdo de FS foi estudada por muito tempo em diversos trabalhos e
experimentos clinicos (KATO, 1996). No decorrer destes experimentos, verificou-se que a
hematoporfirina apresentava algumas desvantagens tais como: baixa seletividade com cerca de
0.1-3% da quantidade total do FS sendo encontrado no tecido tumoral (WOHRLE et al., 1998);
prolongada sensibilidade da pele, que fazia necessario evitar a luz solar por semanas (BAAS et
al., 1995); a baixa absorcdo na regido vermelha do espectro que fica acima de 600 nm; e pouca
penetracdo nos tecidos tratados, cerca de 5 mm (SPIKES, 1990).

Havia ainda algumas incertezas relacionadas as estruturas predominantes nestes HPD,
se éteres ou ésteres e se as cadeias laterais eram formadas majoritariamente por grupos vinil ou
grupamentos hidroxietil (DOUGHERTY et al., 1998). Posteriormente, muitas destas limitagoes
foram melhoradas por meio da purificacdo por HPLC e técnicas cromatograficas de permeagéo
em gel (ISMAIL et al., 1998). Algumas fragdes de monémeros foram removidas para dar
origem a forma comercial altamente ativa que atualmente é conhecida como Photofrin®
(KENNEDY et al., 1990).

2.7.1 FS de Segunda geragéo

No inicio da decada de 80, pesquisas relacionadas com a proxima geracdo de
fotossensibilizantes ja se iniciava, e centenas de substancias candidatas ja participavam de testes

clinicos, pois apresentavam caracteristicas de interesse; como, 0 nimero de substancias
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oficialmente aprovadas para o tratamento clinico do céncer por TDF é sempre pequeno
(KWIATKOWSKI et al., 2018).

A modificacdo das porfirinas, hematoporfirinas e protoporfirinas ja disponiveis foi o
caminho mais adequado para o desenvolvimento de novos FS que poderiam ser preparados por
sinteses parciais, que gerava vantagens econdmicas e ambientais quando se comparada a
sinteses totais e complexas (NYMAN; HYNNINEN, 2004).

Esta segunda geracdo de FS ja estava sendo buscada com novos critérios em mente,
como sendo substancias Unicas, de fécil interpretacdo e reproducdo, ainda com grande
seletividade para o tecido tumoral e rapidamente ser excretada do corpo (GOMER, 1996).

Uma absorc¢do de luz mais longa no range do vermelho de 675 — 800 nm ¢é preferivel,
pois ha uma penetracdo mais profunda nos tecidos, em torno de 2 — 3 cm; perfazendo uma
geracdo de oxigénio singleto quantico (pA) maior que 0.3, caracteristico nesta classe de FS
(WOHRLE et al., 1998).

As ftalocianinas, naftalocianinas, clorinas, verdinas e diferentes outros tipos de
derivados de hematoporfirinas ja apareciam em estudos em diversos trabalhos como “segunda
geracdo” de sensibilizantes para TFD (SPIKES, 1990). Estes compostos, de maneira geral
apresentam boas propriedades fotofisicas, podendo apresentar em sua constituicdo ions
metalicos, podendo ser de transi¢do ou ndo como zinco, aluminio, magnésio, ruténio, 6smio,
etc (DEROSA; CRUTCHLEY, 2002).

Apesar desta geracdo de FS ter melhorado significativamente ante a primeira geragéo,
uma caracteristica muito importante ainda ndo era encontrada nos FS de segunda geracéo: a
capacidade de acumulacdo seletiva em um determinado tecido tumoral (RIESZ; KRISHNA,
1988). A ligacdo de FS em tecidos especificos s foi possivel a partir do desenvolvimento de

carreadores na terceira geracdo de FS (TYNGA et al., 2021).

2.7.2 FS de terceira Geracao

Além das caracteristicas encontradas nos FS de primeira e segunda geragdo, 0S
fotossensibilizantes de terceira geragao apresentam propriedades de se direcionarem e ligarem
em tipos de tecidos tumorais especificos (SPIKES, 1990).

Esta nova capacidade dos FS se da pela ligacdo covalente de varios tipos de modificantes
biolégicos como aminodcidos, anticorpos monoclonais (mABs), lipoproteinas e

oligossacarideos, ou podem ser formulados em sistemas de entrega de drogas (Drug Delivery)
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como nanoparticulas lipidica solidas — NLS, lipossomas, nanoparticulas poliméricas,
ciclodextrinas e emulsdes com o objetivo de melhorar as propriedades fotofisicas e
farmacocinéticas dos PS (YANKOVSKY, 2016).

As celulas tumorais possuem em sua superficie diferentes antigenos das células normais,
isto permite a exploracdo do uso de anticorpos monoclonais na entrega eficiente de
biomoléculas fotossensibilizadoras (TYNGA et al., 2021). Os FS conjugados com mABs ligam-
se seletivamente as células tumorais facilitando a fotossensibilizacdo enquanto o tecido normal
permanece intacto (O'CONNOR et al., 2009).

FS como piro-feoforbideos foram funcionalizados por Zhang e colaboradores (2003)
com diferentes sequéncias de sacarideos. Estes conjugados visam a ligagdo com glicoproteinas
expressas diferencialmente na superficie de varias células tumorais.

Muitas dessas classes de substancias como, por exemplo, as porfirinas sdo hidrofébicas,
e tendem a agregar-se em sistemas aquosos, 0 que acaba diminuindo a eficiéncia da agdo do FS
(CASTANO et al., 2004). Recentemente, os hanomateriais biodegradaveis e biocompativeis
combinados com FS tém recebido atencdo consideravel, pois podem superar limitacdes criticas
apresentadas por estas moléculas (LIM et al., 2012).

Tomando como exemplo estas limitagdes, Lima e colaboradores (2013), encapsularam
Hipericin em NLS e testaram em linhagens tumorais HEp-2 e B16-F10. Pramual e
colaboradores (2017), incorporaram 5,10,15,20-tetrakis(4-hidroxi-fenil)-21H,23H-porfin
(pTHPP) em um hibrido de polimero-lipideo-PEG para uso e TFD contra linhagem de células
de carcinoma da tiregide.

2.8 Fotossensibilizantes de origem vegetal

Produtos de origem natural sdo utilizados para o tratamento das mais diversas
enfermidades desde os tempos antigos na medicina tradicional (BRAGA, 2021). Tais produtos
podem ser de origem mineral, animal ou vegetal, e geralmente estdo associados a um forte
conhecimento popular (KOEHN; CARTER, 2005). Mesmo com o0 avango da biotecnologia e
outras técnicas para obtencdo de novas moléculas, os produtos naturais continuam a
desempenhar um papel altamente significativo na descoberta de novos farmacos e no
desenvolvimento de novos processos (NEWMAN; CRAGG, 2007).

Durante o século 19 o conhecimento sobre 0s constituintes quimicos presentes nas
plantas ficou mais evidente, e no inicio do século 20 as atividades fotodinamicas destes
compostos foram mais bem esclarecidas (SENAPATHY et al., 2020). A clorofila a (Chl a),

pigmento verde predominante em todos os organismos que realizam fotossintese oxigénica, é
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composta por um anel esqueleto clorinico porfirinado, sendo responsavel por estas propriedades
fotofisicas (EBERMANN et al., 1996).

Muitas sdo as espécies de plantas que compdem a diversidade da Amazonia brasileira,
e esta grande variedade de organismos vegetais podem contribuir de forma muito significativa
para a pesquisa e o descobrimento de novas moléculas com potencial aplicacdo na TFD
(ELISABETSKY; SHANLEY, 1994).

Na ultima década varios trabalhos foram publicados trazendo o estudo de possiveis
agentes fotossensibilizantes presentes em espécies vegetais (MANSOORI et al., 2019). Destes,
pode-se citar os trabalhos desenvolvidos em parceria entre a Universidade Federal do Acre —
UFAC — e pela Universidade de Brasilia — UnB, do ano de 2015 e de 2017, respectivamente.

Os trabalhos trazem extratos de plantas com atividade fotodindmica baseados em nano
plataformas. Rodrigues e colaboradores (2015) avaliaram a atividade fotodindmica do extrato
etandlico de crajiru Arrabidaea chica com resultados satisfatorios contra linhagens celulares
tumorais de adenocarcinoma mamario humano MCF-7.

Monge-Fuentes e colaboradores (2017) que avaliaram a fotoatividade de nanoemulsdes
do 6leo de Acai (Euterpe oleraceae) em células de melanoma NIH/3T3 e B16F10 com 82% de
reducdo de volume tumoral na TFD.

A fototoxicidade do extrato hidroetandélico das folhas de Tectona grandis foi testada por
Furtado e colaboradores (2017) contra linhagens de células tumorais de melanoma B16 F10,
demonstrando razoavel fototoxicidade sob irradiacdo com led vermelho. Ja a incorporacao do
extrato em nanoemulsdes do tipo 6leo/agua reduziu a toxicidade do extrato em relacdo a forma

livre.

Existe ainda uma grande variedade de exemplares da flora amazo6nica passiveis de
estudos fitoquimicos com aplicabilidade em TFD. Dentre as grandes variedades de espécies
presentes na floresta, podemos citar plantas conhecidas por suas propriedades terapéuticas,
nutracéuticas e antioxidantes como Copaiba, Acafrdo da Terra, Acai e Camu-Camu que podem

ter suas propriedades fotofisicas estudadas.

2.8.1 Copaiba

Copaifera multijuga Hayne pertence a familia Leguminosaceae com cerca de 18 mil
espécies que compBe aproximadamente 650 géneros e esta amplamente distribuida ao redor do
mundo apresentando uma grande variedade de produtos com interesse econdmico, como folhas,

sementes, legumes verdes, flores e resinas (STASI e LIMA, 2002).
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A C. multijuga é uma arvore presente em praticamente toda a Amazonia brasileira com
exemplares adultos que podem alcancar 30 m de altura. Do tronco é extraido um 6leo resinado
que é produzido a partir do metabolismo secundario da planta, serve como defesa do individuo
contra insetos, fungos e bacterias. Este 6leo-resina é extraido por meio de um furo no tronco da
arvore que se encontra distribuido no lenho em canais (esquizogenos) secretores (PIERI et al.,
2009).

Ja o 6leo de copaiba tem suas propriedades medicinais reconhecidas ha varios séculos
pelos indigenas (MACIEL, et al., 2002). No Brasil imperial tinha papel importante como
medicamento extra-oficial utilizados por expedicionarios no desbravamento de novas regides
do interior (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002). As aplicacGes do 6leo de copaiba vao desde
fixador de aromas na industria de perfumes, a emoliente, bactericida, anti-inflamatério em
sabonetes, cremes e lo¢fes na industria cosmética, na industria de tintas e vernizes como
secativo, amolecedor e solvente, etc. (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

Um dos efeitos mais estudados do 6leo de copaiba é sua propriedade anti-inflamatéria
e também a atividade antifungica, analgésica, antitumoral cercaricida, pesticida,
antimicrobiana, antibactericida e repelente de insetos (VASCONCELOQOS et al., 2008; DEUS et
al., 2009).

2.8.2 Acafréo daterra

O acafrdio é uma planta conhecida mundialmente, geralmente utilizada como
condimento, seu rizoma €é capaz de produzir um p6 de coloracdo laranja - amarelado muito
utilizado no preparo de alimentos. A Curcuma longa é uma monocotiledénea, herbacea perene
que pertence a familia mesma do gengibre (Zingiberaceae), com seu centro de origem na Indo-
Asia, mas de ampla distribuicdo (GOVINDARAJAN, 1980).

O género Curuma apresenta varias espécies de plantas, no Brasil a Curcuma longa L. é
geralmente conhecida como acafrdo da terra ou acafrdo da India, muito comum em climas
tropicais (MILAN, 1994). Os componentes majoritarios encontrados na curcuma sio: a
curcumina, a dimetoxicurcumina e a bisdimetoxicurcumina, estes elementos também sdo
conhecidos como curcuminoides e s@o principais responsaveis pelas propriedades terapéuticas
dessa planta (GOEL et al., 2008; MARTINS, et al., 2009).

A curcumina é um potente polifenol capaz de desencadear varios sinais moleculares a
nivel celular, dentre as propriedades terapéuticas conhecidas estdo: anticoagulante, antifingica,

anti-inflamatoria, antimalarica, antioxidante, antiviral entre outras (FERREIRA, et, al., 2019).
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DAMYEH e colaboradores (2020), abordaram como a curcumina pode ser utilizada como um
promissor agente para a preservacao de vegetais frescos contra a acdo de contaminantes.

A aplicacdo da curcumina também tem sido estudada no combate a microorganismos,
mais especificamente mediada pela aplicagéo da luz (TFD). JIANG e colaboradores 2014,
avaliaram o dano nas membranas celulares de Staphylococcus aureus, através da foto-
inativacdo mediada por curcumina, além de bactérias, fungos como Aspergillus flavus também
foram testados sob a acdo da luz tendo a curcumina como agente FS (TEMBA et al., 2016).

Estudos evidenciam que a curcumina apresenta também atividade fotofisica dual, hora
pode se apresentar como produtor de EROS, outra como aceptor de radicais livres como
exemplo o 'Oz (PRIYADARSINI, 2009). Existe ainda a hipétese que a curcumina pode
apresentar esse comportamento dual em dependéncia do ambiente celular que se apresenta
(AGGARWAL e SUNG, 2009).

As aplicacdes dadas para a curcumina em diversos tipos de tratamentos e aplicagcdes em
TFD € reportada com sucesso em diversos trabalhos e com resultados significativos e

mostrando-se como ativo natural exitoso neste campo de aplicacao.

2.8.3 Camu-Camu

A familia Myrtaceae concentra algumas das espécies brasileiras com grande potencial
tecnoldgico para a inddstria, principalmente o género Myrcicaria com destaque para a
jabuticaba. O Camu-Camu (Myrciaria Dubia) é uma arvore de porte médio encontrada na
regido amazonica em proximidade de rios ou lagos, que produz um fruto pequeno e arredondado
de cor avermelhada ou rocha rica em &cido ascorbico e antocianinas (BORGES et al., 2014;
CHAGAS, 2019).

Esta espécie tem recebido especial atencdo nos ultimos anos pelo fato dos seus frutos
apresentarem um elevado contetdo de vitamina C, cerca de 2,7 g (podendo chegar em 3 g) em
média para 100 g de polpa. Isso equivale a 60 vezes o conteldo de vitamina C do limao,
superando a acerola que apresenta um teor de vitamina C de 1,79 g para 100 g de polpa (SILVA
etal., 2012).

Estes valores elevados fizeram que esta espécie ganhasse destaque para as industrias
cosmeéticas, farmacéuticas e alimenticias, com a vantagem do tipo de vitamina C encontrada no
Camu-Camu ser apropriada para essas aplicacées (SMIDERLE; DE SOUSA, 2010).

Na literatura cientifica podemos encontrar trabalhos que exploraram o efeito
antioxidante e anti-inflamatorio do Camu-Camu sobre diversas situa¢@es. Por exemplo, Inoue

e colaboradores (2008) avaliaram a suplementacdo dietética de voluntarios fumantes que
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durante sete dias ingeriram 70 mL de suco camu-camu e observaram a reducdo nos marcadores
para o estresse oxidativo maiores que o grupo tratado com vitamina C em pastilhas (INOUE et
al., 2008).

Do Carmo e colaboradores (2020) investigaram o efeito antiparasitario de extratos hidro
etandlicos das sementes de camu-camu e observaram que 0s extratos apresentaram atividade
anti schistosomicidal e antimalarica tendo a methyl vescalagina como principal bioativo

responsavel por estes resultados.

2.8.4 Acai

Amplamente conhecida na regido amazonica e apreciada na alimentacéo regional, o acai
Euterpe oleracea (Mart.), pertence a familia Arecacea, que engloba atualmente cerca de 200
géneros e aproximadamente 2600 espécies, com distribuicdo tropical e subtropical, com
ocorréncia espontanea na regido amazonica, encontrada em regides de varzea no estuario do rio
Amazonas (DE OLIVEIRA et al., 2000).

O fruto da palmeira é processado, e na despolpa é obtido um caldo grosso (suco) que é
consumido in natura ou utilizado no preparo de sorvetes e doces (SILVA et al., 2022). E um
alimento muito completo por ser fonte de diversas vitaminas, como a vitamina B1 e E, além de
ferro, fésforo, minerais, fibras e lipidios (NEVES et al., 2015).

O acai tem um grande efeito antioxidante que € atribuido as antocianinas, uma classe de
flavonoides que exerce efeitos protetores contra diversas doencas, principalmente
cardiovasculares, juntamente com polifendis e acidos graxos essenciais como Omega 6 e 9 e
acido linoleico conjugado (ROCHA; BEZERRA, 2015; VELASQUE; LOBO, 2016).

O efeito antioxidante do acai ocorre pela inibicdo ou diminuicdo dos efeitos causados
pelo estresse oxidativo ou por outras classes de radicais livres oxidantes, diminuindo danos ao
DNA e a outras macromoléculas (ROCHA; BEZERRA, 2015). As principais classes de
moléculas responsaveis pelos beneficios do acai sdo os polifendis, dentre estes podemos
destacar as antocianinas cianidina-3-glucosideo, cianidina-3-ruteosideo, cianidina-3-
sambubiosideo, peonidina-3-ruteosideo, pelargonidina-3-glucosideo e delfinidina-3-
glucosideo, senda a cianidina-3-glucosideo a antocianina encontrada em maior quantidade na
polpa do fruto (CEDRIM et al., 2018).
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2.9 Manteiga de Cupuagu

Theobroma grandiflorum (Willdenow ex Sprengel) Schumann, pertence a mesma
familia do cacaueiro, é classificado taxonomicamente na familia Sterculiaceae, que apresenta
cerca de 50 géneros e 750 espécies entre arvores e arbustos todas predominantemente tropicais
(CORAL, 1992).

E um fruto tipicamente amazonico, sendo cultivado principalmente nos estados do
Amazonas, Para, Rondo6nia e Acre. Este fruto é muito apreciado na regido amazoénica pelo seu
aroma intenso e pela versatilidade de produtos que véo desde a polpa, doces e geleias, passando
por licores e até analogos do chocolate (CETEFAM, 2007).

Do processamento das sementes dos frutos do cupuacu pode ser obtido um 6leo fixo
também conhecido como manteiga de cupuacgu, com grande aplicabilidade tanto na industria
alimenticia, quanto na industria cosmética (IBIAPINA et al.,2021). Na industria alimenticia
pode ser utilizada como analogos substituintes da semente de cacau, pois apresenta ponto de
fusdo semelhante (cupuacu 19-34 °C; cacau 25-35 °C) com alta digestibilidade
(aproximadamente 91%) (COHEN et al., 2003).

Na industria cosmética, as gorduras de origem vegetal tém servido como base na
preparacéo de diversas formulagdes e nas mais variadas aplicagdes como: cremes hidratantes,
emolientes e emulsées (GOMES et al., 2022). A manteiga de cupuacu é rica em compostos
antioxidantes entre eles a teograndina I e Il em complemento a outros flavonoides ja conhecidos
(YANG et al., 2003).

A manteiga de cupuagu é um triglicerideo que tende a solidificar-se em temperaturas
menores que 30 °C (COHEN et al., 2003). Essa caracteristica se da por haver em sua
composicdo uma quantidade equilibrada de &cidos graxos insaturados e saturados, como acido
oléico, &cido araquidico e éacido estearico (tabela 1). Esta composi¢do produz uma manteiga
com elevada capacidade de hidratacdo e umectacdo, que possibilita a recuperacdo da
elasticidade natural da pele (COHEN; JACKIX, 2009).

Este bioproduto é considerado um excelente emoliente, e suas propriedades quimicas
auxiliam na estabilidade de emulsdes devido a sua hidrofilicidade atribuida entre as ligagdes de
hidrogénio da agua com os fitoesterdis (TEIXEIRA, 2014).

FLECK e NEWMAN (2012) observaram em laboratério que este triglicerideo possui
alta capacidade de retencdo de agua, em torno de 440%, ou seja, 1 kg de manteiga de cupuagu
pode absorver até 4.4 kg de &gua sob agitacdo sem apresentar divisdo de fases, sendo
considerado muito promissor no cuidado com a pele, mais até que a manteiga de karité e a

lanolina que pode provocar sensibilidade e alergia em algumas pessoas.
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Tabela 1. Composicao (%) dos &cidos graxos presentes na manteiga de cupuacu. Adaptado de (COHEN
e JACKIX, 2009)

Acido Graxo %
Acido miristico  (C14:0) 0,08
Acido palmitico  (C16:0) 11,25
Acido palmitoleico (C16:1) 0,40
Acido estearico  (C18:0) 38,9
Acido oleico (C18:1) 38,79
Acido linoléico (C18:2) 2,39
Acido araquidico  (C20:0) 7,97
Acido linolénico  (C18:3) 0,22
Acido behénico  (C22:0) 0,74
Saturados — totais 58,13
Monoinsaturados — totais 39,19
Poliinsaturados — totais 2,61

A fracdo insaponificavel dos fitoesterois presentes na manteiga de cupuagu agem em
nivel celular como reguladores do balan¢o hidrico na pele, apresentando ainda atividades anti-
inflamatorias. Estes fitoesterdis sdo utilizados em aplicagdes tdpicas no tratamento de
ulceragdes e dermatites estimulando o processo de cicatrizagdo (OLIVEIRA, 2003).



41

3 MATERIAIS E METODOS

Na preparagdo das NLS foi utilizada como componente da fase lipidica a manteiga de
cupuacu — TG (Theobroma Grandiflorum) (Shum.), adquirida juntamente a Associacdo de
Produtores Rurais Vencedora — ASPRUVE — em um sistema de Reflorestamento Econémico
Consorciado e Adensado — RECA.

A polpa de Acai (Euterpe Oleraceae) (Mart.) foi adquirida em mercado local, filtrada,
liofilizada e mantida sob refrigeracdo até a data do experimento.

Os tensoativos usados para a obtencdo das formulagdes foram monolaurato de
polioxietileno de sorbinato 80 TWEEN (Sigma Aldrich UK) e monooleato de sorbitano 80
SPAN (Sigma Aldrich USA), Polietilenoglicol — PEG 1000 (Sigma Aldrich USA), curcumina
(Sigma Aldrich USA), 4gua ultrapura obtida no Aqua Master ALL®(Gehaka).

Os reagentes utilizados no estudo da fotodecomposicdo foram 1,3-
Difenilisobenzofurano (Sigma Aldrich USA). Todos os solventes utilizados eram de grau
analitico e espectroscopico, e foram utilizados assim como recebidos.

As medidas espectroscépicas foram realizadas em um espectrofotdmetro Shimadzu
(UV-1601 Japan), e as medidas de fluorescéncia molecular foram realizadas em
espectrofluorimetro Perkin Elmer (LS 55 UK). As cubetas utilizadas eram de quartzo com
caminho Gptico de 1 cm.

As andlises de calorimetria foram realizadas em um calorimetro Netzsch modelo Jupiter
STA449 — F3 em uma atmosfera de nitrogénio com fluxo de 20 mL min, e taxa de aquecimento
de 10 °C min até a temperatura final de 600 °C. A massa da amostra analisada foi de 20 mg,
em cadinhos de 6xido de alumina.

Para a irradiacdo inicial das amostras e testes preliminares foi utilizado um reator
fotoquimico Delpho (Multi-Fotons 320RA). Para irradiagdo das células nos ensaios in vitro
foram utilizados Diodos Emissores de Luz — LED - de 50 W nos comprimentos de onda de 450
nm (Azul).

3.1 Sintese das NLS

A obtencdo das NLS foi realizada utilizando a técnica de cisalnamento e
ultrasonificacédo para obtencdo da homogeneidade e estabilidade das formulacdes (FADDA et

al., 2013). Para a preparacdo da pré-emulsdo a quente foi utilizado um homogeneizador tipo
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rotor-estator da marca IKA, modelo Ultra Turax® - T18 (figura 5 A). Junto a este aparato foi

utilizado um agitador magnético com agquecimento, da marca Quimis modelo Q261- 22.

Figura 5. Homogeneizador tipo rotor-estator (A). Sonicador / Desruptor de células (B).

Para a reducdo da pré-emulsdo em particulas com tamanhos menores, foi utilizado um
equipamento tipo sonicador/desruptor de células (figura 5 B), marca Sonoplus Bandelin modelo
UW 2070, equipado com haste de titanio.

A composic¢do das fases que constituem as formulacGes de NLS esta descrita a seguir,
na tabela 2.



Tabela 2. Composicao (M/V) das formulacfes de NLS estudadas.

Identificacdo das Componente Composicao
Formulacgdes
NLS-BR TG 059
Tween 80 029
Span 80 0,29
Agua (qsp) 19,1 mL
NLS - Acal TG 059
NLS - Cop Tween 80 0,29
NLS - Camu Span 80 0,29
Extrato 0,01g
Agua (qsp) 19 mL
NLS- PEG TG 059
Tween 80 029
Span 80 0,29
PEG 0,1¢
Agua (qsp) 19 mL
NLS-PEG — Acai TG 0549
NLS-PEG - Cop Tween 80 0,2¢g
Span 80 0,2¢g
NLS-PEG — Camu PEG 01g
Extrato 0,01g
Agua (gsp) 18,9 mL
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Na preparacdo das pré-emuls@es a técnica de homogeneizacao a quente (MEHNERT,
2001) foi utilizada no processo inicial do preparo. As formulagdes foram preparadas em tubos
de ensaio de vidro de 20 mL cada.

A fase lipidica contendo o surfactante foi aquecida a 55 + 5°C para a fuséo total dos
componentes. Em seguida, as amostras foram misturadas a fase aquosa com o auxilio de um
homogeneizador do tipo rotor-estator de alto cisalhamento por um periodo de 10 minutos a uma
velocidade de 7.000 rpm (MANEA, 2014).

Para a obtencdo das formulacGes contendo o extrato de plantas, foi adicionado na fase
aquosa do preparo, 0,01 g de extrato seco por mL de agua. Apos a obtencdo da pré-emulsdo
devidamente homogeneizada, cada amostra foi novamente processada em equipamento de
ultrassom por um periodo igual de 10 minutos, para obtencdo de particulas em escala
nanométrica. Ao final do processo de ultrassonificacdo, cada formulacdo foi resfriada a

temperatura ambiente sob agitacdo constante por 10 minutos (RAMOS, 2017).
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3.2 Caracterizagdo das NLS

3.2.1 Espalhamento Dindmico de Luz

A média do didmetro e o indice de polidispersividade (PDI) das dispersdes de NLS
foram determinadas por DLS usando um Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments; Malvern,
UK).

As medidas foram realizadas nas seguintes condi¢des: comprimento de onda do laser
(He-Ne) em 633 nm, angulo de espalhamento fixo em 173° e modo de resolu¢do normal. As
leituras foram realizadas com cubeta de poliestireno (DTS 0012) utilizando um volume de 1,5
mL para facilitar as medicdes. Cada amostra foi diluida na proporc¢édo 1:100 com agua ultrapura

para cada medicéo e as leituras foram realizadas em triplicata a uma temperatura de 25 °C.

3.2.2 Potencial Zeta

O potencial Zeta ({) das particulas lipidicas foi realizado usando o ZetaSizer Nano ZS90
(Malvern Instruments, Malvern, UK). O equipamento mede a direcdo e a velocidade em que as
particulas se movimentam quando aplicado um campo elétrico, e € calculado baseado no
modelo de Smoluchowski (Malvern, 2014).

As amostras foram diluidas na proporcdo 1:100 com &agua ultrapura e 0,75 mL do
volume da amostra foi acondicionada em cubeta de poliestireno modelo (DTS 1070), para

analise. As leituras foram realizadas em triplicata a uma temperatura de 25 °C.

3.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

As imagens da morfologia e o tamanho das NLS foram no Laboratério Tematico de
Microscopia e Nanotecnologia - LTMN do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia -
INPA, utilizando um microscépio eletrénico de varredura (MEV), (TESCAN, modelo VEGA
3) com detector SE, tensdo de trabalho 5 kV e distancia de trabalho de 4,96 mm. As amostras
foram metalizadas previamente a analise com uma camada de outro utilizando um metalizador
(BAL TEC, modelo CPD 050) por um periodo de 60 s em 50 mA.

3.2.4 Estabilidade das FormulacGes

As formulagdes foram armazenadas em armério protegido de luminosidade, em

temperatura ambiente. As amostras foram analisadas em intervalos de tempo que variou de 24,
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48, 72 h, até 21 dias. Nos intervalos de tempo foram realizadas medidas de DLS e potencial
Zeta.

3.2.5 Teste de viabilidade celular

O teste de citotoxicidade foi realizado na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Amazonas - UFAM, conforme a metodologia de AHMED e
colaboradores (1994) com o intuito de analisar o efeito toxico do 6leo em células da linhagem
MRC-5 ap0s exposicdo por 72 h. Em placas de 96 pogos, as células de MRC-5 foram
plagueadas na concentragéo de 0,5 x 10  células por pogo.

Apo6s 24 h de incubacdo e aderéncia das células, as mesmas foram tratadas com NLS
nas concentragdes de 50, 6,25 e 1,56 pg/mL. Passados os tempos de tratamento, adicionou- se
10 uL da solug@o de uso de Alamar Blue (solucdo estoque 0,4% 1:20 em meio de cultura), ou
seja, da resazurina na respectiva triplicata de tratamento.

Para controle negativo foi utilizado apenas o meio de cultura com DMSO a 0,01 %.
Apos o tempo de metabolizacdo da resazurina (3h), realizou-se a leitura da fluorescéncia em
leitor de ELISA. A viabilidade foi calculada conforme a férmula: % viabilidade = (Abs da

amostra / média da Abs do controle negativo) x 100.

3.2.6 Teste de fotoinativacdo microbiana

Cepa padrdo testada foi de Candida albicans (ATCC 10231) que foram suspensas em
solucdo salina estéril (0,9%) na escala 0,5 de Mcfarland e estriada em meio de cultura agar
Sabouraud dextrose com swab estéril. Passados 10 min de repouso para que a Suspensdo
aderisse ao meio, discos de papel de filtro de 5 mm estéreis foram embebidos 10 pL das
formulagdes e foram dispostos sobre 0 meio.

A placa controle ndo irradiada foi protegida por papel aluminio e reservada. A placa
teste foi irradiada com led azul de 50 W por um periodo de 10 minutos (figura 6), ambas foram
incubadas a 37 °C por 24 h. Apos a incubacéo, a fotoinativacao dos extratos e das formulagdes
foram analisadas a partir da dimenséo dos halos de inibi¢cdo, medidos com o auxilio de uma

régua.



Figura 6. Irradiacdo por LED azul das placas crescidas com Candia albicans, por 10 minutos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Caracterizagdo

4.1.1 Caracteristicas coloidais das formulacdes de Acai

Para a formulagdo NLS-BR foram obtidas nanoparticulas com tamanho médio e desvio
padrdo de 116,2 + 1,27 nm (figura 7), com um indice de polidispersividade médio de 0,172.

Statistics Graph (3 measurements)
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Figura 7. Tamanho médio de 116,2 + 1,27 nm obtido na formulacdo NLS-BR.

Para a formulagdo NLS-AGC foram obtidas nanoparticulas com tamanho médio e desvio

padrdo de 108,1 + 1,05 nm (figura 8), com um indice de polidispersividade médio de 0,186.

Statistics Graph (3 measurements)
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Figura 8. Tamanho médio de 108,1 + 1,05 nm obtido na formulacdo NLS-AC.
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Para a formulacdo NLS-PEG foram obtidas nanoparticulas com tamanho médio e
desvio padrédo de 103,7 + 1,23 nm, com um indice de polidispersividade médio de 0,174 (figura
9).

Statistics Graph (3 measurements)
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Figura 9. Tamanho médio de 103,7 % 1,23 nm obtido na formula¢do NLS-PEG.

Para a formulacdo NLS-PEG-AC foram obtidas nanoparticulas com tamanho médio e
desvio padrdo de 122,9 + 1,47 nm (figura 10), com um indice de polidispersividade médio de
0,196.

Statistics Graph (3 measurements)
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Figura 10. Tamanho médio de 122,9 + 1,47 nm obtido na formulagdo NLS-PEG-AGC.

Os valores de potencial Zeta se apresentaram dentro da faixa dos -35,1 mV para as
formulagGes NLS-PEG-AC. Para as formula¢6es NLS-AC o valor ficou em -33,9 mV; ao passo
que na formulagdo NLS-BR -34,6 mV e na formulagcdo NLS-PEG o valor obtido foi de -32,8
mV (figura 11).
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Figura 11. Valores de potencial Zeta para as formulacdes a) NLS-PEG - 32,8 mV, b) NLS-PEG-ACAI
—35,1mV, ¢) NLS-ACAI - 33,9 mV, d) NLS- BRANCO — 34,6 mV.

4.1.2 Formulagdes de Copaiba

Para a formulacdo NLS-BR foram obtidas nanoparticulas com tamanho médio e desvio
padrdo de 112,83 £ 1,35 nm (figura 12), com um indice de polidispersividade médio de 0,209.
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Figura 12. Tamanho médio e desvio padrédo de 112,83 + 1,23 nm obtido na formulagdo NLS-BR-COP.

Para a formulacdo NLS-COP foram obtidas nanoparticulas com tamanho médio de desvio

padréo de 120,2 + 1,95 nm (figura 13), com um indice de polidispersividade médio de 0,194,
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Statistics Graph (3 measurements)
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Figura 13. Tamanho médio de 120,2 + 1,95 nm obtido na formulagdo NLS-COP.

Para a formulacdo NLS-PEG foram obtidas nanoparticulas com tamanho médio e desvio
padrdo de 116,4 + 1,54 nm (figura 14), com um indice de polidispersividade médio de 0,178.

Statistics Graph (3 measurements)
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Figura 14. Tamanho médio de 116,4 + 1,54 nm obtido na formulacdo NLS-PEG.

Para a formulacdo NLS-PEG-COP foram obtidas nanoparticulas com tamanho médio e

desvio padrdo de 115,1 + 1,51 nm (figura 15), com um indice de polidispersividade médio de
0,234.
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Figura 15. Tamanho médio de 115,1 + 1,51 nm obtido na formulacdo NLS-PEG-COP.

Na figura 16 pode-se observar que os valores de potencial Zeta para as formulagdes de
copaiba ficaram dentro da faixa dos -42,3mV para as formulagcbes NLS-BR. Para as
formulagGes NLS-PEG o valor ficou em -35,9 mV, na formulagdo NLS-COP -32,9 mV e na
formulacdo NLS-PEG-COP o valor obtido foi de -37,4Mv.
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Figura 16. Valores de potencial Zeta para as formula¢6es a) NLS-BR — 42,3mV, b) NLS-PEG —
35,9mV, c¢) NLS-COP - 32,9 mV, d) NLS- PEG-COP — 37,4mV.
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4.1.3 Formulagbes de Camu-Camu

Para a formulacdo NLS-BR foram obtidas nanoparticulas com tamanho médio e desvio

padrdo de 113,7 + 1,41 nm (figura 17), com um indice de polidispersividade médio de 0,194.

Statistics Graph (3 measurements)
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Figura 17. Tamanho médio de 115,1 + 1,41nm obtido na formulagdo NLS-BR.

Para a formulacdo NLS-CAMU foram obtidas nanoparticulas com tamanho médio e desvio

padrdo de 112,9+ 1,31 nm (figura 18), com um indice de polidispersividade médio de 0,202.
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Figura 18. Tamanho médio de 115,1 + 1,31nm obtido na formulagdo NLS-CAMU.

Para a formulacdo NLS-PEG foram obtidas nanoparticulas com tamanho médio e desvio

padrédo de 117,5 + 1,81 nm (figura 19), com um indice de polidispersividade médio de 0,219.
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Statistics Graph (3 measurements)
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Figura 19. Tamanho médio de 117,5 + 1,81nm obtido na formulagdo NLS-PEG.

Para a formulacdo NLS-PEG-CAMU foram obtidas nanoparticulas com tamanho médio
e desvio padrdo de 115,6 £ 1,54 nm (figura 20), com um indice de polidispersividade médio de
0,197.

Statistics Graph (3 measurements)
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Figura 20. Tamanho médio de 115,6 + 1,54 nm obtido na formulacdo NLS-PEG.

Na figura 21 pode-se observar que os valores de potencial Zeta para as formulagdes de
camu-camu ficaram dentro da faixa dos -36 mV para as formulacbes NLS-BR; para as
formulacdes NLS-PEG o valor ficou em -34,1 mV. Na formulagdo NLS-CAMU -32,3 mV e na
formulacdo NLS-PEG-CAMU o valor obtido foi de -35,8 Mv.
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Figura 21. Valores de potencial Zeta para as formula¢es de Camu-Camu a) NLS-BR -36 mV, b) NLS-
PEG - 34,1 mV, ¢) NLS-Camu -32,3 mV, d) NLS- PEG-CAMU - 35,8 Mv.

Os resultados obtidos referentes aos tamanhos das NLS presentes nas formulagdes estdo
de acordo com o esperado para técnica de cisalhamento e ultrassom utilizada para a obtencéao
das NLS com tamanho nanométrico, empregando o cupuagu como matéria prima (Ramos,
2017).

O tamanho médio das nanoparticulas das formulacbes de Acai foi de 112,72 nm com
indice de polidispersividade de 0,182 e potencial zeta -34,1 mV. A formulagdo contendo o
extrato de copaiba apresentou um tamanho médio de nanoparticula na formulacdo de 116,13
nm com um indice de polidispersividade de 0,203 e um potencial Zeta de -37,1 mV. A
formulacdo contendo o extrato do camu-camu apresentou um tamanho médio de nanoparticula
de 119,8 nm com um indice de polidispersividade 0,203 e um potencial Zeta de -34,55 mV.

No padrdo monomodal apresentado pelas figuras 7,8,9,10,12,13,14,15,17,18,19,20 fica
evidente que as amostras ndo apresentam agregados e ha homogeneidade, que é corroborado
pelos baixos indices de polidispersividade em torno de 0,2. Valores de PDI préoximos de 1
caracterizam uma amostra heterogénea, enquanto que valores proximos de O mostram
uniformidade da formulagdo (STETEFELD et al., 2016).
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Os valores do potencial Zeta sdo determinantes para que o sistema coloidal permaneca
em equilibrio termodindmico. Esta estabilidade é conferida pela repulsdo elétrica das
superficies com cargas semelhantes, e quanto maior for o potencial de repulsdo, maior sera a
estabilidade do sistema e menor a possibilidade de coalescéncia de sistemas coloidais
(Karmakar, 2019).

As formulages de acai, copaiba e camu-camu apresentaram valores médios de -34,1, -
37,1 e -34,5 mV, respectivamente, indicando boa estabilidade das formula¢fes. Quanto mais
distantes de 0 o valor do potencial Zeta ({) tanto para valores positivos (+), quanto para valores

negativos (-), maior a tendéncia de estabilidade do sistema (Malvern, 2014).

4.2 Influéncia da peglacao

Foram avaliadas 22 formulacdes, destas 11 contendo PEG (+), outras 11 sem adi¢cdo do
polimero (-). O raio hidrodindmico (tamanho) médio apresentado pelas formulagdes sem a
adicdo de PEG foi de 130,45 nm e para as formulacGes com a adi¢do de PEG o tamanho médio
foi de 111,91 nm.

Estes valores indicam que as formulacGes que receberam o polimero obtiveram um
tamanho médio menor em relacdo as formulacdes que ndo receberam o polimero, dada a
capacidade do PEG de recobrir, estabilizar e reduzir a agregacdo em solugcbes aguosas
(PRAMUAL et al., 2017).
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Figura 22. Tamanho médio das formulagGes sem (-) e com (+) adicdo de polietilenoglicol PEG. * indica
diferenca significativa pelo teste T (p<0,05).
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O indice de polidispersividade PDI médio apresentado pelas formulagdes de sem adicéo
de polimero foi de 0,200, enquanto que nas formulacGes que foram adicionados polimero o PDI
médio foi de 0,203 figura 23. O valor apresentado pelas NLS indica que as amostras nao
possuem agregados e had homogeneidade nas formulacGes, valores de PDI proximos de 1
caracterizam uma amostra heterogénea, enquanto que valores proximos de 0 mostram
uniformidade da formulacdo (STETEFELD, 2016).
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Figura 23. indice de polidispersividade (PDI) médio das formulagdes sem (-) e com (+) adicdo de
polietilenoglicol PEG. N&o houve diferenca significativa pelo teste T (p<0,05).

A PEGIlacdo das formulacdes mostrou-se capaz de influenciar significativamente no
tamanho médio final das NLS, sendo que as formulacGes que foram tratadas com a adicao de
PEG apresentaram um tamanho médio de 111,91 nm, j& as formulac¢fes que ndo tiveram PEG

acrescentadas na fase aquosa apresentaram um tamanho médio de 130,45nm.

O indice de polidispersividade das formula¢des nao apresentou diferenca significativa
pelo Teste T em relacdo a adi¢do de PEG, com valores médios semelhantes de 0,2. Dessa forma,
pode-se verificar que a adi¢do do polimero polietileno glicol na sintese de NLS a partir da
manteiga de Cupuacu, influencia no tamanho medio das nanoparticulas, mas néo interfere na

homogeneidade das formulages.

4.3 Estabilidade das Formulagdes

As formulagGes apresentaram uma estabilidade coloidal para o sistema
nanoemulsionado obtido, uma vez que a energia repulsiva das nanoparticulas foi suficiente para

a manutencao da estabilidade das amostras desde sua sintese, seguindo por leituras em diversos
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tempos (Figura 24). Os valores médios das formulagbes ficaram menores que -20 mV,

indicando que as formulacdes apresentam boa estabilidade cinética (NEGI et al., 2013).
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Figura 24. Potencial zeta médio para as formulagdes NLS-CUR, NLS-ACAI e NLS- BR em fungéo do
tempo de armazenamento.

4.4 Medidas Espectroscopicas

As medidas espectroscopicas mostraram que a absortividade molecular das formulacées
ndo é caracterizada por um pico especifico na regido do espectro entre 800 nm e 300 nm, apenas
por um aumento constante na absorbancia quando as leituras das amostras passam para o nivel
do UV-Vis (Figura 21).
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Figura 25. Espectros de absorbancia para as formulagdes NLS-PEG, NLS-PEG-ACAI, NLS-ACAI,
NLS- BR.
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Jé& na figura 25, no espectro de absorcéo do acai, fica evidente a absorbancia na regido
de 510 e 520 nm que corresponde a absor¢do da antocianina da polpa do acai (ALBARICI e
PESSOA, 2012).
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Figura 26. Espectros de absorbancia em meio aquoso do extrato de camu-camu, polpa do acai e extrato
de copaiba.

Os espectros de absorcao de luz mostraram que nas formulacGes apresentam aumentada
absorbancia desde o ponto inicial da leitura espectral devido a natureza coloidal da amostra, o
que acaba por sobrepor outras bandas de absorcdo em comprimentos de onda de maior energia
como observado para outras formulacdes de acai (MONGE-FUENTES et al., 2017).

Os extratos apresentaram picos de absorcéo em regides distintas, como citado acima, no
extrato da polpa de acai que possui antocianinas em sua composicdo essa classe de moléculas
fica evidente na regido dos 520 nm. O extrato de camu-camu apresenta picos na regido de 670
nm e 420 nm, que podem estar relacionados a residuos de clorofila das folhas (FALCO et al.,
2014).

O extrato de copaiba apresenta um pronunciado pico de absorbancia em 325 nm, este
pico carece ainda de relagdo com o tipo de molécula absorvente visto que esta regido do espectro
é de maior energia e uma grande variedade de grupos funcionais como polifendis que podem
estar presentes absorvendo radiagdo (LIKHANOV, 2014).
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45 Medidas fluorimétricas

Na avaliacdo da capacidade dos extratos e formulagdes estudados apresentaram eventos
luminescentes na forma de fluorescéncia, as amostras foram excitadas numa faixa de 400 a 500
nm. Foram avaliados picos de emissdo méximos obtidos pelas amostras, de acordo com o que
se pode ver na figura 27, pode-se observar os picos de emissdo apresentados pelo extrato do
acai (a), camu-camu (b) e copaiba (c).

Os picos maximos de fluorescéncia observados para o extrato da polpa de acai foi de
674,5 nm quando excitado em 410 nm, intensidades de fluorescéncia menores sédo observadas
para outros comprimentos de onda menores com excec¢do da excitacdo em 400 nm (figura 27-
a).

O extrato de copaiba apresentou pico de fluorescéncia maximo em 675,8 nm quando
excitado em 420 nm, foram observados também intensidades de fluorescéncia menores em
diferentes comprimentos de excitacdo, mesmo que de maior energia (figura 27-b).

Para o extrato de camu-camu foi observado um pico de fluorescéncia maximo em 679,2
nm quando excitado em 420 nm, e muito similar com 410 nm, igualmente intensidades
diferentes menores ou maiores energeticamente foram observados picos menos fluorescentes
(figura 26-c).
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Figura 27. Espectros de fluorescéncia em meio aquoso do extrato da polpa do acai (a), extrato de
copaiba (b) e extrato de camu-camu (c).
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Figura 28. Espectros de Fluorescéncia das formulagdes NLS (a) acai , (b) NLS cop e (c) NLS camu.

As formulagBes apresentaram um comportamento espectral semelhante ao serem
excitadas nos comprimentos de onda de 400 — 500 nm. Um pico de maior intensidade é
observado em 687 nm quando as amostras sao excitadas em 460 nm (Figura 28).

Os picos observados apresentaram fluorescéncia de emissdo em 687 nm, um
comprimento de onda maior do que foi observado para 0s extratos. Esta similaridade de
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fluorescéncia observada pode ser de natureza coloidal da amostra que semelhantemente aos
espectros de absorcao (figura 26) que pode sobrepor a fluorescéncia dos extratos. Outra
possibilidade é a supressdo da emissdo de fluorescéncia pela interacdo com um supressor,
podendo ser um processo dindmico ou estatico (Rocha et al., 2019).

A fluorescéncia observada nas formulagGes em 687 nm esté na regido infravermelha do
espectro, que pode ser caracteristica de lipidios que apresentam cadeia linear de

hidrocarbonetos conjugados por ligacbes duplas (Kuerschner et al., 2005).

4.6 Medidas de Geracdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERQOS)

As espécies reativas de oxigénio sdo um indicador que o FS foi excitado e produziu ions
radicalares (EROS). Os extratos e as formulagdes foram irradiadas por luz azul em 470 nm e

vermelho em 624 nm, com o auxilio de um fotoreator (Figura 29).

Figura 29. Irradiacdo das amostras com LED azul em 470 nm e LED vermelho em 624 nm.

Na irradiacdo da amostra NLS-BR com LED vermelho, nédo foi observada reducao da
absorbancia em 417 nm, mediado pelo DBPF no tempo total de 60s, figura 30.
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Figura 30. Irradiagdo da amostra NLS-BR com LED vermelho em 624 nm, em intervalos de 10 s por 1

minuto.

A auséncia do rebaixamento da absorbancia também foi observada na formulacdo NLS-

AC, quando irradiada com LED vermelho por igual periodo de 60s, figura 31.
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Figura 31. Irradiagdo da amostra NLS-AC com LED vermelho em 624 nm, em intervalos de 10 s por 1

minuto.
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Na figura 32 temos os espectros de decomposicdo do (DPBF) quando irradiados por
LED azul de 470 nm, para o extrato de Camu-Camu e a formulacdo NLS — CA.
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Figura 32. Espectros de Absorbancia de degradacdo do DPBF frente ao extrato de Camu-Camu (a) e a
formulacdo NLS-Camu (b) sob luz azul 470 nm em diferentes tempos.

Na figura 33. temos o0s espectros de decomposic¢do do (DPBF) quando irradiados por
LED azul de 470 nm para o extrato de agai e a formulagdo NLS — AC.
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Figura 33. Espectros de Absorbancia de degradagdo do DPBF frente ao extrato da polpa de Acai (a) e a
formulagdo NLS-Acai (b) sob luz azul 470 nm em diferentes tempos.

Pela observagdo dos espectros de decomposicdo do DPBF fica evidente que a
velocidade da reacdo é mais lenta quando o extrato esta incorporado a formulacéo e mais rapida
quando o estrato se encontra na forma livre. Este aumento do tempo de liberagdo do seu
conteddo é uma das caracteristicas encontradas em carreadores lipidicos como as NLS para uso
em TFD (Limaetal., 2013).
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4.7 Medidas calorimétricas

Nas analises calorimétricas demonstraram que as formulacbes apresentaram um
comportamento térmico semelhante para a termogravimetria (TG) e para Calorimetria
Diferencial de Varredura (DSC). Na figura 34, pode-se verificar uma perda de massa com

valores muito préximos obtidos por TG para as formulacGes analisadas.
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Figura 34. Termograma (TG) da perda de massa das formulagdes estudadas em relagcdo ao aumento da
temperatura.

Na figura 35 temos os picos caracteristicos dos eventos endotérmicos obtidos por meio

da anélise de DSC para as formulacGes avaliadas.
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Figura 35. Termograma (DSC) picos caracteristicos dos ventos endotérmicos apresentados pelas
formulacdes estudadas em relacdo ao aumento da temperatura.

As analises térmicas servem para obter informacdes sobre as propriedades fisicas e

energéticas de amostras estudadas. Na figura 34 vemos que o aguecimento das amostras a partir
de 25 °C até a temperatura final de 500 °C ocasiona uma perda elevada de massa. Para a
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formulacdo NLS a reducdo na massa foi do acai de 88,79%, NLS PEG Acai 90, 73%, NLS
Camu 95,21%, NLS PEG Camu 90,03% e NLS cop 94,39%, NLS PEG Cop 91,68%.

A figura 35 mostra os eventos de DSC endotérmicos que ocorreram nas formulacgdes,
sendo percebidos ja no inicio do aquecimento onde a fase lipidica e fusionada, continuando até
a evaporacdo da fase aquosa e encerrando na carbonizagdo do material restante em 298 °C.

4.8 Imagens de microscopia eletrénica de varredura

As imagens de microscopia de varredura corroboram a predominancia do formato
esférico das NLS que compdem as formulagdes. Na figura 36 pode-se observar o tamanho
médio inferior a 200 nm.

VEGA3 TESCAN
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Figura 36. Microscopia eletronica de varredura - MEV da formulagdo NLS-BR, evidenciando o formato
esférico das NLS.

4.9 Viabilidade celular

Na figura 37 pode-se observar a viabilidade das células in vitro em funcdo do tempo, é
possivel verificar que nas primeiras 24 h de incubacdo houve uma diminuicdo média
significativa da viabilidade para as trés formula¢cdes quando comparado a 100% do meio
controle.
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Figura 37. Gréfico de médias da viabilidade celular em 24, 48 e 72 h. Mostra 0 aumento da viabilidade
celular em funcéo do tempo.

Quando comparadas individualmente (figura 38) as formulacdes, fica evidenciada a
citotoxicidade aumentada logo no inicio do teste, nas NLS-BR, NLS- AC, NLS-CA 1%, 0,1%

e 0,01% quando comparado a 100% do meio controle.
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Figura 38. Gréfico de médias da viabilidade da formulacdo NLS-BR celular em 24, 48 e 72 h.

Na avaliacdo da viabilidade celular média em 48 h (figura 39) nota-se uma melhora

significativa no nimero de células vidveis nas concentracdes de 0,1% para as trés formulagdes.
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Figura 39. Gréfico de médias da viabilidade da formulacdo NLS-AC celular em 24, 48 e 72h

No tempo de 72 h, (figura 40) a viabilidade se mantém para as concentragdes de 0,01%,

em todas as formulagdes.
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Figura 40. Gréafico de médias da viabilidade da formulagdo NLS-CA celular em 24, 48 e 72h.
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Tabela 3. Valores médios e desvio padrdo da viabilidade das formulacdes em 24, 48 e 72 h. Valores
seguidos de * ndo diferem em relacdo ao controle com significancia de 5% pelo teste de Tukey.

VIABILIDADE 24h 48 h 72h
DAS , .
FORMULACOES MEDIA E DESVIO PADRAO
%
NLS - BR 1% 43,69 + 3,08 73,61+ 1,03 87,29+ 0,14
NLS - BR 0,1% 48,35 + 1,06 82,18+ 1,38 92,24 + 3,95
NLS - BR 0,01% 55,78 £ 0,58 91,03 £ 4,1 100,40 + 1,37
NLS - AG 1% 48,97 + 1,68 82,85+ 0,75 96,61 % 0,90
NLS - AG 0,1% 49,42 +1,12 88,78 + 2,01 96,05 + 0,36
NLS - AC 0,01% 51,96 + 1,04 98,19+ 0,13* 99,05 + 0,23*
NLS - CA 1% 57,93 + 3,68 74,34 £ 3,52 88,18 + 1,49
NLS - CA 0,1% 60,31 % 0,84 80,84 + 3,56 92,62 £ 2,20
NLS - CA 0,01% 69,87 £ 1,02 96,01 + 5,63 99,35 + 0,7*

A baixa viabilidade das formulacdes pode ser atribuida aos componentes tensoativos
das formulacGes, que podem apresentar alguma toxicidade as células em relacéo a outros tipos
de tensoativos, mesmo com o tensoativo estando presente em baixas concentragdes (MULLER
etal., 1997).

A viabilidade tende a melhorar conforme o periodo de incubacdo aumenta
(ARECHABALA et al., 1999), um aumento significativo é observado nas formulacGes que
contém o extrato de camu camu e acai, plantas com reconhecidas propriedades anti-oxidantes
(INOUE et al., 2008; CEDRIM et al., 2018).

Algumas das formulacbes que foram pegladas apresentaram uma toxicidade
ligeiramente maior quando comparadas as formulaces que ndo tiveram adi¢do de polimero,
tabela 3.
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Tabela 4. Valores médios e desvio padréao da viabilidade das formulacdes com PEG em 24, 48 e 72 h.

Valores seguidos de * ndo diferem em relagdo ao controle com significancia de 5% pelo teste de Tukey.

VIABILIDAD~E DAS 24 h 48 h 72 h
FORMULACOES PEG 3 -

% MEDIA E DESVIO PADRAO

NLS PEG - BR 1% 48,17 +£ 0,96 61,77 + 0,53 83,49 + 6,13
NLS PEG - BR 0,1% 50,81 + 0,98 81,57 +2,9 88,54 + 1,36
NLS PEG - BR 0,01% 57,64 +1,73 87,28 +1,32 96,70 = 0,55
NLS PEG - AC 1% 55,87 + 3,90 74,65 = 2,05 91,99 + 0,24
NLS PEG - AC 0,1% 64,26 + 1,11 78,32 +1,84 94,78 + 2,25
NLS PEG - AC 0,01% 68,91 + 1,09 93,41+1,92 98,14+ 1,74
NLS PEG - CA 1% 33,71+1,21 52,43 + 1,40 88,85+ 1,36
NLS PEG - CA 0,1% 51,78 £ 1,25 68,16 + 1,33 90,86 + 0,64
NLS PEG - CA 0,01% 57,45+ 0,58 88,55+ 1,43 99,11 + 0,96*

4.10 Foto inativagdo Bacteriana

A foto inativacdo microbiana mostrou que as formulagbes apresentaram pouca

capacidade de inibicdo do crescimento para 0 microrganismo estudado (figura 41), uma vez que

fungos como a Candida albicans, apresentam uma maior resisténcia a fotoinativacdo, por

apresentar uma membrana nuclear que representa uma barreira adicional na incorporacdo do

FS (PERUSSI, 2007).
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Figura 41. Médias do halo de inibicdo de Candida albicans mediada pelos extratos e formulagdes sob
irradiacdo de led azul. O * indica uma diferenca significativa da inibicdo em relacdo extrato e as NLS com 5% de
significancia pelo teste de Tukey.



73

5 CONCLUSAO

Os resultados mostram que as formulagdes obtidas pela técnica de alta energia de
cisalhamento e ultrassom apresentaram um didmetro hidrodindmico médio de 116,2 nm para a
NLS-BR, NLS-AC 119,8 nm e NLS-CA 113,7 nm, indice de polidispersdo (PDI) de 0,172,
0,184, e 0,194, o potencial Zeta de -30,05, -35,2 e -32 mV respectivamente, evidenciando que
as formulacdes sdo estdveis termodinamicamente para o intervalo de tempo avaliado,

monodispersas considerando valores de PDI menores que 0,2.

As formulag6es que foram pegladas tiveram significativa influéncia no tamanho médio
final das NLS, as formulag6es que foram tratadas com a adi¢do de PEG (+) apresentaram um
tamanho médio de 111,91 nm, ja as formulacdes que nédo tiveram PEG (-) acrescentadas na fase
aquosa apresentaram um tamanho médio de 130,45 nm. O PDI das formulac¢des ndo apresentou
diferenca significativa em relacdo a adicdo do polimero, apresentando valores semelhantes de
0,2, que mostra que a adi¢cdo de PEG na sintese de NLS a partir manteiga de Cupuacu, influencia

no tamanho médio das nanoparticulas, mas ndo interfere na homogeneidade das formulacdes.

As imagens de MEV confirmam a morfologia esférica das NLS obtidas com tamanhos

inferiores a 200 nm.

As formulacdes apresentaram eventos térmicos endotérmicos de decomposicdo de

massa em torno de 300 °C.

As formulacgdes ndo apresentaram citotoxicidade nas células de fibroblastos testadas em
72 h, contudo uma diferenca ndo significativa no aumento da citotoxicidade foi observada para
as formulagdes que foram pegladas.

Na avaliacdo da fluorescéncia molecular foi observado que as formulagdes NLS-BR,

NLS-AC e NLS-CA apresentaram um pico maximo em 687,5 nm quando excitado em 460 nm.

No teste de decomposi¢cdo do DPBF ficou evidente a captura de oxigénio singlete pelo
rebaixamento da absorbancia em 416 nm, as medidas de EROS mostraram que tanto os extratos,
quanto as formulacfes sdo capazes de gerar espécies reativas de oxigénio (ROS) quando
irradiadas por luz azul em 470 nm, e ndo apresentam tal capacidade quando irradiadas por luz
vermelha 624 nm, no entanto, a velocidade de decomposic¢édo de DPBF é diminuida quando os
extratos estdo incorporados nas NLS sendo uma caracteristica mediada por carreadores no drug

delivery.
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Na avaliacéo das formulagdes para fotoinativacdo microbiana cada Candida albicans,
ndo foi significativa a inibi¢cdo do micro-organismo. Verificou-se que a aplicacdo de NLS pode
ser viavel para a aplicacdo na entrega de compostos hidrossoluveis e lipossolUveis passiveis de

ativacéo pela luz.
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RESUMO

Mesie irsbalho preparsmes nanopariiculas Bpidicas s6lidas (WLS) & base da manwigs de
Copmapn | Theobromr grawdiifonm) pars o ameamenis do ecirso aquoso da polpa de sgal
(Eurvpe oleraora) ¢ camu-camu | Myroieria Jorinda). As NS foram obtides pels idmics de
cisalhamente ¢ wohrassom ¢ corscterizadas  pela ddenics de  Espalhamemo  dz Luz
Dindmico ([HLS ). temuogravienema | TG-D95C) @ microscopia de elemdaica de Varmedams (MEY)L
As propriededes espectroscipicas dis formulagdes ¢ dos extratos foram avalisdas por UV -Vis e
capeiroscopia meolzoalar de fhecrescéneia. A fowoarividade fioi verificada pela decomposicho do
1. 3-difenil-isobareofuranc (DPFEF) e dicdo enissor de luz - LED axal. As NLS apresensaram
uns rais hideodinksnico médio dz 1162, 119,82 1137 nns, indice de polidispersto (PO} 32 0,1 T2,
184, & 0,194, o potencial Feta de 50003, <333 & <52 mV regpectivemente. A imagens de MEY

DELDS: Dhsssrollo Local Sostamle, Cuniba, v 16 nd3, p 793 1I 2023 736



DELOS

confimam a morfalogis esféncs das NLS obvides. As fomwdaples apresenismm eventos
téreni oo o absorglio do calor | endotérmicos) de decomposiclo d: masss om tomae de 300 T
A fiormaulapfes o apresentsnm cipdoccidade was cflulss de Ghroblastos estadoes em 72 b Mo
ovalisghe do Peorescéneis moleoalar foi observado gue & formulagdes NLS-BE, NLS-AC
MLS-CA apreseniaram um pice medxings em 687,35 nm quands excitado em 460 nm. Mo tese de

igfio do DPEF ficow evidente & cageom de cxigénio singlene pelo rebaixamenio da
nhsorbdncia em 416 nm. Mo svalingdo dos fomvalsches para fotoinativagho microbiana pam
Camdida alhicaes, nbo foi significstive o mibigie do micro-organismea. ¥enficou-se que o
oplicegle d= NLE pode ser widvel para o splicagio ma eniregn de compesios bidrossoliveis
passiveis de atvagde pels b

Palayras-ebave: Nanoparticulas Lipidicas Sididas (MLS), extrmto de planms, fotoatividede.

ABSTRACT

In this work we prepared solid lipidic sanopanicles (SLN ) based on Cupusgn butier | Teabroms
granadferum) o canry ageeous extmact of ofal (Eaerpe aleracar ) and camu-camu {Myreiaris
Mariada) pulp. The MLS were obaimed by shear snd ahirssonic sechnique snd charsowerized by
[ynamic Light Seatterig (DLS), thermogravimetry T0-D5C and scanning electron muicroscopy
SEM. The specincscopic properties of the formulations and exrects were evadmated by UV -Vis
and spectrafbecrescence. The pholosctivity was venified by 1, -diphenyl-sobenzobforn | DFRF)
decompesition and light emitting diede - Blue LED). The chmined NLS showed m average
hydrodynanie disnseter of 1162, 1195 and 1137 nm, polydispersity index (FDM) of WITL,
(L184, and 0.194, the Feta potential of -3000%, -33.2 and -3 mV respectively. SEM images
confims the sphenical shepe of obmined NLS. The formulmions showed endothemsic thermal
events of miss decomposition sround 300 %C. The fomsalstiors showed no cyioloxicity on
fibroblast cells iesied o T2 b bn the molecular flucrescence evalaaiion i was observed thai NLS-
BE, NLS-AC and MLS-CA formalstions showed s mocimum pesk at 6475 no when excited s
460 nm. In the DPFEF decomposition test it wes evident the capture of singlet cxygen by the
decrease of the sheorbamee ot 416 nm [n the evalmrion of the fomulanons for macrobizl
photoimactivation for Cemdida albicaes, the imbibiiion of the microorganism was not sigefic .
li was found dhar the spplication of NLS may be feasible for the delivery of light-activatable

water-zoluble compounds.
Keyward: Solid Lipidic Nasoparticles (SLN |, plant extraces, pholosctivity

1IN TROA R

Mo poniento cientifico amal, & nanoiecnologia emerge como uma estrabégia inovadomn
para diversos camgs du pesquisa scim midico, disgwistico, terupémic, farmaciwmicos,
cosmiticos on aimda na indisiria wxl, energéncn, enire owmtres (ZANETTI-RAMDS, 201 5). A<
nvaltifeces desia nova cidecin se dio pels sua génese mas dreas fendameninis da cidneia ¢
tecxalogia come o qaimics dos materiziz, flsica, bickogia, medicing ¢ engenhanas (MARQLUES,
2ih4). As Mamoplarafioameas sbo ferementas orfendas da cidncia ne escals submiccométrica e slo
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comumenie eadas parm & entregn de flimseos & doges de diferenies classes, sies sistems slo
conheridos como DDS (dmg detvery sysrems) [ZHENG e al | Al

Esies nimosistemas podem, altenar/polencializer alpemas canscweristicns flsico-quimdcs
das modérulas comio drea de comsn, solubilidade interagio com o luz, condunbilidade, redegbo
de toxicidede mic (FARRIM, 23007 Denire as nanoplmaformes goe podem ser wilizadas no
enirega de fimacs, destacam-se o nanoameadores de base orglimica como o5 lipssomas,
muicelax, ranopamiculas polinséricas hicdegradiveis. nemoemulsdes ¢ nanopaniculas lipldica
sdlides — WLE (TORCHILIM, 2.

Imicialneeme, & MLS forsms desenvolvidas en 1990, como wm sistema alernativo de
encapsul mmenino ¢ entregn de flmeaces ¢ principios bioativos em rdagio aos radici onais sisiemas
coloidais, mis como emulsdes, lipossomes ¢ nonoparticulas poliméricas { MULLER et al., 2008
S0UTO eral., 2001 NLS s3o0 carendores coleddais em escala submicromérica, seu tamanho
pode vomar de 30 a 1000 nm, com nicleo lipidico sdido em tempersiurs  ambienie & sbo
biocompativeis, podendo ser de origems amimal ou vegeul (cems, esterbides, dcidos grames,
meoien, di & i glicerideos ) dispersos em dgus com diverses tipos de emulsificentes ¢ sarfecinnies
(EEAMBARAM, HOIX)L

MLS s tem com carscieristica o mmanbs redizido ¢ & ampla drea de seperficie, boa
capacidade de encapealamenie do firmaco, principaimente fimmcoes poucos soliveis em dgua,
como os da classe 11 e [¥, de seordo com o Sistema de Classificapbo de Biofarmecéanicos (BCS),
(SHUKLA et al., 2017

Esizs moléoules podens ser incorpomdas de forma bomoglssa na matriz, ra cipsuls de
cobertura ou ainda no nicles oore) lipidico (MEHNERT & MADER, 201 2). Estes nagesistemas
podem entregar a substincia ativa numa concenirag o sdequads durame o pericdo de mmimmento,
dinigindo.a parm o local descjndo de agio. jd que 05 MMMENDS CONVENCIONGIS DEM SCTRPOE
miemdem o esses requisiios (BONFACED ei al., 20140

Segundo YANG e colsbomdores (2014)a enrega controlsda do conteldo presenie nas
MLS wima esie carreador vaninoso em comparngio o ouiros sisiemas de enmega coloidas; iemdo
em visla que, no seu mcleo siido em temperamre ambiente, ocome menor mobilidade wo
comesdo incorporada, passibilimndo uns maior controle na velocidade de liberag ko controlads
das substinciss presemies no matnz lipidica, melhomando o esinbilidade fisica de compostos
Libeis.
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Por apresenisr biocompatibilidade, oz lipldeos s= sormaram muoito  populires o
desemvolvimento de coweadores pars medicamenios £ mais recenicmenie 8B COSMETIo0S
(CHAKRABORTY et al.. 2005), Mo geadro |, pedemos observar i principais raades do use de
steiemmas de base lipidics e as carscieristicas mais relevantes dos carmesdores desemvolvidos &

pantr de liphdeos.

L. do wo snicmas ¢ carmcadorcs de b bpads dic ZHOL o al 3813
bsinfacaing paa um dc swionas de basc Carscicrticas d o carreadoros e bass Lipades
*  Adapabdidels de cacpenics # [nimpa conieclads ¢ dnciensds de
# Yot hdade ne descevobrimerie da medicameeios
lormelsgie: # [Fsinhilidade do Srmses
#  Pofil de bame rso LR E i do  cosicik
w  Mmer ol com f digica om parscis 2 ouims
s Al na caircga ipic - de meopengio dc frmaces
*  Irevagio de produtos com apclo de hidrodibers « Bpalilicos
mcrcada ® Hiccommpatiesl ¢ bindegracdirec]
#  Escalshdicsde ®  [Dose e « mdbomds
#  Foducio da doss ierapéuiaca diovado 3 melhe
shsorcis

Doande se ioma como base & biodiversideds da Amasdnin bresileira, virios slo e
possibilidsdes para a prospecgio de novos bioativos presenies em espécies vegeizis que podens
ter aplicabilidade haseada em informaptes do conhecimnento tradicional ssocade so uso de
planins medicinais & Produms Floresinis Wo Madeireros < PFRNM locais (Gabda, Bi6). Denire
esses produios encomtrados na foresin pedemos destacar o manteign de cupusgu - Theohnoms
grand¥forum.  sparece como fonve liphdica pars apliceclo, pesquisas e esiudos de base
tecmnligica (CETEFAM, 2007

Ax sementes possens um rico & halancesdo teor de wigliceridens & dcidos granes oomo
estedricn, oléco, araquidico que tazem efeitos damenie benéficos sobre & pele (COHEN &
TACKIY, ha9) A mancige de copmage & rica om oomposios eticxidanies entre eles o
tengranding [ ¢ 1 ens complemento o owtros flavonoides i conbecidos (Y ANG et el 2003). Por
esims qualidades, COLOME e colaboradares {3010) uilizarsm  mamieiga de cupusgy comss base
Lipldica na preparagdo de | Teosferas) pana aplicapbes sdpicas, ¢ viém mostrando bons resuliados
na consposicho de fommulacdes parm o coreamenio de resverstnod (SOLDATI et al., 2018)
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A hiodiversidade local favorece a prospecdio, chiengdio & desenvolvimento de moves
bioprodutos ¢ lecnologias, assim O COpEM0Y MMOSTE-SE COM MTGlYOS PPOMBSSOTES N
desesvolvimento de ranocarresdores lipidicos com aplicagies nanobiotecnol Ggices, ajudando &
ngregar valor ans produios niturais de onigem vegeial goe fazem parie da nossa Ploresin.

10 ohjetive deste oobalho fioi sinvetizes @ cammcrerizar nemopartioales lipidicas sdlides
(MLS) para meo comoe nanccamendores, & parir da maneigs de cupussu Feobrome granadflormm,
coma eomporente lipidico principal pam camear extraios de planins sme a0aicns que SprescRan
croandioros come o sgal {Eurerpe aleraces) ¢ camu~camu | Myrckeria foriada] com possivess
propriedades fomssensibilizanies - FS.

2 MATERIALS E METODOS

Ma prepamngdo das WLS foi unlizads manteign de oopmaps como componenie lipidico
majorithrio nes formulagies de siniese das namoparticules. A menteign fol sdgends juntamenie
i Associagio de Produiores Ruomis Vencedora (ASPRUVE) becalizads ne municipio de Mo
Califmin, Rondbnia, Brasil (994524 23" § ¢ 66736 2T 400 O}

05 iemsoatives usados nes formulagies foram 80 TWEEN (Sigma Aldrch UK) ¢ 20
SPAN (Sigma Akdnch USA), dgus ulorapem oboda o Adqua Mester ALL" (Gehaka ), iodos os
reagenies foram unilizados assim como recebidos. Foi onlizeds o iémica de homogeneizscio &
quemie (MEHKERT, 2012) para o preparsgio das pré-smulsdes. Cads amosira foi preparada em
vabo de excaio de vidro de 20 ml A fse lipidicn comende o surfaciene foi aqeecids em bonko
maria a 23435 %C, ¢ homogeneizada com o auxilio de wm homogeneizndor tipo polor-2smior
(Tumoc®&-T 18]

As amosims foram misuradss § fase squosa por um periods de 10 min em 7000 rpo
(MAMNEX & al., 2014), em seguida o ulresconificagdo (Bandelin W 50700 por em periosdo
igpmal de 10 nuin, & 70%% da amplitude para reduzir paniculas em escals nasscanétrica. A Foroulas o
fioi resfrisda & seemperaber ambienie sob agiecho constanie (BAMOS, 21T,

21 CARACTERIZACAD DA NANOEMULSOES
211 Espallameenin dindmics de luz

A neédin do didssine ¢ o dice de polidispersividade (PO} das dapersbes de WS forens
deiemmimades por DLS usando um Frinsizer Mano #5 80 (Malvern bsinemens; Malvem, UKL
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Para fociliior o medigio, cada amosira fiod dilubda na proporgdo 12100 com dgus bidestilada par
cadn medigho, as leivaras foram realizadas em miplicats o wms repsperaiurs 3z 25 4C.

227 Podemcial reia

0 potencial Zem (C) das particulss lipidicas fioi reslizado usando o Zete Size Nano 25 90
(Malvern Irstraments, Malvers, UKL As amosires forsm dilubdas ne proporgio 12100 com Ggus
bidestilada & ncondicionada em cubeta poliesireno models (DTS 107,

125 Medidas espectroscdpleas

A wenifiesgbo das propriedsdes fotofkicas des fommulegdes ol verificods stravés
sereening fluonmémeo com excimglio vaniando 410 o 300 nm, peso de 1 nm pars cada
vamedara, o nuissko fod fixnda em 610 & 770 g com abervomn do cominho dptico (siv) ens 2,5
para o emissho, em um espectrofeodmetro Perkin Elmer (LS 533 UKL As medides de
ahsorbdncia foram realizados em um especirofofimetno Shimaden (U= 1601 Japan), em cobeios
de quarizo com caminho dpiico de 1 em.

2.2.4 Microscapla eletriinkea de varredurs - MEY
As imagens da morfologia e o tamanho das NILS foram obtidas em microsedpiedemiinioo
de varredura [TESCAN, modelo VEGA 3).

1.2 8 Medidas termogravimeétricas - TGS

As amdlises térmices formm realizadas em um colorimetro Wetzsch modelo Jupiser
STA44% — F3 em ema mmosfers de mitrogénic com fao de 20 mlmin'', & taxn de squecimens
de 1 %0 min ¥ gié & iempersson fingl de 600 “C. A masss ds amostrn malisada foi de 20 mg,
em cadinhos de dxido de alunsina

1.2.6 Teste de viahlbidade celmlar

0 deste de cilotooickdade fid reslizado comforme @ metodologia de AHMED &
colebordares | | 994 para analisar o efeito pindes dis fomsalagbes em célales da linhagesn MERC-
3 apds exposicho por 72 b Em plices de % popos, as célalss de MRC -3 forem plaqueadas na
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conceniragle dz 0.3 x 10° célules por pogo. Apds 34 h de incobagdo e sderéncia das célules, &=
mezsmns fornm iraeades com MLS ras concentraphbes de 1%, 0,1% o 001%

Passados 0s iempos de irstamsenio, adicionou- se 10 pl da solugio de uso de Alamer Blue
(solugho estoque 0,4% 1230 e meio de culure) no respectiva miplicois de omemenm. Pars
conirole megativo fo uiilizsdo spenss o meio de culoom com D&MS0 0 Uk %, Apds o tempo de
mesinbolizegke da resanonisa (3 h), reslizou-se & bitorn da Meorescéneia em beitor DTX BRO
Bfultimodes Detector (Beckmean Coulter Ine. Fullemosn, CA, USA) A viahilidsde foi caloalada
confiomme a fmsula: % viahilidade = | Abs da smosire'média da Abs do contrale negativa) x 100

1.2.7 Teste de fotsinativaghe mierehiana

Cepa padrio westada foi de Camslida albicaes (ATCC 10231) gee form suspersas em
sobecbo saling esiénl 00,9%]) no escals 03 de Mofarlend e estrisds em meio de culbers dgar
Sshoursud dextness oo sanb estéril. Passsdos 10 muin de repouso pars que a susperado sderisse
oo meeio, discos de papel de filro de & mm esiéreis formm embebidos 1 pl das formulsghes &
foram disposins sobre o mein.

A placa comtrole nio rediada foi protegida por papel sbaminio @ peservada. & placa lesie
foi irmdisds com led ooal de 300 W por um perioda de L0 minuios, ambas fomm incobadas & 37
*C por 24 b Apds & meubagho, o fotoinstivegbo dos exirstes ¢ dis formulagdes formm analisadas
o partir da dimesaio dos halos de inibig o, medidos com o sovilio de uma régoa.

JRESULTADOS E DISCUSSAD

As fonmalagies obtidas por meio da vécnica de cisalbamento ¢ airassom sprecentarsm
s tnmanks médio de 11662 nm com ums indice de polidispersividade médio de 0153 & um
potencial Zein midio de <323 mV pars as vés formulsgfes. Figara 1.
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Figera | . Hisiograes dos MLS-HR, MLS-AC, MLE-CA com tenasho médiede | 16,78 nm para as irés

-

i

Fopn hadrecirdm g mrey

0 emanhe meédio das NLS cbtides mesina o eficidncia da véenica misin de cisalhamento
e ultrassom na prodecis de mnopardculss Bpidicas sélides em escala subaricromséirica (SAHLU
et al., 21141 Os valores obtidos mosirem as neédias do o hidredindmice, o indice de
polidispersividade ¢ de potencial e, (radro 1. O asierisco imdica diferenga sigmifeativa enre
ns midiss pelo teste de Tukey com 959% de significineis.

Takcla | Temmnbo medio, indsce de 1 ividads & mll Zria am LS b,
Fommalagics R=ip halredmimizo X {rem) FIN X Peicncial Fota imi3 X
KIS - B 11,2 0,172 -3
NLE - AL L9 i, 152 -35.1
HLS - Ca 10%7= L K2

0 indice de polidispersividade PIN médic 0,183 mosirs que &= fomalagbes nlbo
opresemiam agregados ¢ hi bomogencidads nas smosires, valores de POl prisinscs de 1
CArBCiETLTm UME Amasirts com maior heerogeneidade. por oo ldo, valores mais prixinos de
( imdicam & emiformidade da fomvalaglo (STETEFELD & al, 2006).

0 potencial Zem médio das fonmulagtes estodades foi de 3313 mV, imdicando
esinbilidnde coloidal do sistema gersdo pelas forges de ropalslo eéinicas presente no superflcie
dias WLS, valor que quanic mais distanie d= 0 (zepo), maior o endéncia do sisbema coloidal estar
em esshilidade (BHATTACHARIEE, 2l6).

Auravés dos imagens de nuicrosoopia de voarredemn pode -2 comroborar o predomindncia do
formato esfénico des MLS que complens os fommulagdes, ¢ tsmanho médio imfeorior & 300 mm.
Figura 1.
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Figun 2. Felo microacopia clatrinics de varredum - MEV da foomubacio NCS-HR, Acat svop do socorte codenca

Nas andlises rmogravimétness venficou-s¢ um comportamento temuico semelbante
para as wés formaalicdes, com esmbilidade 4 decomposaglio até a semperatarn macial média de
100 *C, com a perda mixima de massa akancoda na faixa dos 300 *C. Na figura 2, vemos que s
curvas do TG apresenmum a quantidade de massa (%) que fos perdida durante 0 aquecimento. A
formulagio NLS-ACA perden S%.79%, NLS-BR 92% ¢ NLS-.CAMU 95.21% respectivansente.

Figera 2 Termograss das NLS-ACAL NLS-BR ¢ NLS-CAMU. com euas respectivas pondas de mmasea (%) cam
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Os cventos twrmcos que carsctenzam a perds de massa das amostras  sko

prodosunantemente de natureza endotérmica, representados na figann 3. De mancira semelhante
em todas as amostris, na faixa de temperatan de 500 °C que concentrum 0s eventos ténmicos.

Fupea 3. Termograma (DSC) das NLS-ACAL NLS-M:NI.S.-CAMU a-;-uqmmm
endoténmucos caracicritioos on
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Na figura 4 pode-se observar a viabilidade das células  w viro em fungdo do tempo, &
possivel venficar que nas primeiras 24 b de incubacio houve unsa diminuiclo média significativa
da viabiidade para as wés formulagies NLS-BR, NLS- AC. NLS.CA nas 1%, 0.1% ¢ 0,01%
quando comparado a 1007 do meio controle.
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Feduzir (LLEF + sinal de menos)

Fagara 4 Lirahcs do medias da vabdidedc colulr om 72 b Meosies o sumcsie da vishibdade cohelar oo foncio do
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Ma svaliapdo da vishilideds celular média em 45 b, pote-se ama neelhors significativa mo
nimsero de cflulas vidveis nos concentmgdes de 0,01% para o imés fommulagdes. Mo tempo de T2
h. o vishilidede se mantém pars & concenmagdes de U %, de wdas as formulagdes ¢ ainda &
concentragbo de 0, 1% pars MLS-AC.

Takcla 2. W alorcs madics © donvie padcie da viabilidade das formubenio cm 18, 48 711 Valorcos scpusdes de *
i difzrem em rolacio s cosirole com ificincia de 5% polo csic dc T 3
VIARILIDADE [as h 4Eh 2d Y
FORMLILACOES 54

MEDLL E DESVIO FADRAG

HLS - HE 1% 4360 = 108 LAl = 1L ale; E3INE]
HLS - BEL1% 4R35 = 16 ELld= 13§ 2242 105
HLS - HE 0Lol% S5 TH =858 #4000 1040 £ | 37"
LS - AL 1% 4R = 18K ELRS =875 LR IL]
LS - A 0, 1% 4042 =002 BRLTE = LMl 808 2 035"
LS - A 000% URCESE ] L AL RS TR LIRS Tk b
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NES-CA 1% §7.93 =368 Ja33=3152 B L&
NLS-CAQ N SO3L =088 BOE4 = 156 A= 2
NES-Caoms S087 = 102 01 = 543 LR LR R

A baxxa viabilidade das formvaligdes pode ser aribaida aos componentes tensoativos das
formulagdes, que podem apresentar alguma toxocidade ds odlules em relagho o cutros tipes de
LERSOIVOS, MESIN0 COM © 1ER0Ative cstando presente em baixas comcentraghes (MULLER et
al, 19971 A viabikdade tende 2 melhorar comforme o periodo de imubagdo aumenta
(ARECHABALA et al., 1999), um samenro significative ¢ observado nas formulagdes que
contém o extrato de camu camu ¢ agal, plantas com reconhecidas propacdades anti-oxidantes
(INOUE et al., 2008 CEDRIM et al, 2018).

Na mvalugio da fluorescéncia molecular das NLS for verificado um paco de enmssio
mdxima da fluorescéneia em 63875 nm quando a formulagio ¢ excinada 8o comprineento de cada
de 460 nm na Figura §.

Figur 5. Grafico do ser wy de dccular da focmlagio NLS-BR com paoo maximo de cxado
2 excy ocorre crm 460 mm

A capacidode de geraglo das espéoies remtivas de oxiglnio - ROS foi avaliada peko
metodo quismco mdircto medianie a folodecomposiclio do 13- difemilisobenzofurano (DPEF)

106

DELOS: Desarollo Locad Sostendble, Cuntida, v. 16, n.43, p. 796312, 2023 &



107

como sonda quiméca usads pam a captura do 02 (SPILLER et al. 199%). O rebaixamento da
wnensidade da absocbincia do DPBF em 416 mm em relagdo no tempo de imadinglio, com LED
azul. Figura 6, mostra & capacidade da foto oxidaglo das fomalagdes (ROSSI et al., 2008).

Fipa 6. Bpocio de sheorbdncs do DPBF na prosonca da Sormdactio NLS -8R, wb defercston tampos de
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A foto mnativagio microbiana meostrow que as foomulmgdes apresentamam  poucs
capacsdade de mibaglio do crescimenso parz o microrganismo estadado, uns vez que fungos
como & Candida albicans, apeesentam ums maior resisancia a fosanativacio, por apeesentar
uma membrana nuclear que representa uma barreirs adicxomal na iscorporagio do FS (PERUSSL
2007).
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7. Médaa do balo de mibicio de Candicds albcanr modiada pelox ¢ fommelagics sob imadiacho de
lad zrul. O * mdics ura diferenga sgnificativa da mibicho om aclagd © 2x NLS com 5% de agnificascia
pelo tente de Tukey.
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4 CONCLUSAO

As NLS obtidas pela técmca de alta encrgia de cisathamento ¢ ultrassom apecsentaram
um dilmetro hidrodinkmico médio de NLS-HR 1162, NLS-AC 1198 ¢ NLS.CA 1137 am,
Indice de poladispersio (PDI) de 0,172, 0,184, £ 0,194, o posencial Zeas de 3008, 352 ¢ 32
m\ respectivamente. As imagens de MEV confirmam a morfologia esférica das NLS obtidas.
As formulaghes apeesentaram eventos wémmcos endowtmcos de decomposiglio de massa om
tomo de 300 °C. As formulagdes nko apresentamm ctotoxicidade nas célales de fibroblastes
testadas em 72 b Na avaliagio da fluorescédneia molecular foi observado que as fonalaghes
NLS-BR, NLS-AC e NLS.CA apresentaram em pico mixino em 687,53 am guando excitado em
460 nm. No teste de decomposigio do DPEF ficou evidenie a capiura de oxigénio sieglere pelo
rebaixamento da ahsorblncia em 416 nm. Na avalisgio das formulagdes pam fotoinstivagio
microbiona cada Camdida afbécans, sdo foi significativa 3 indbegBo do micro-onganisano.
Venficou-se gue a aplicagio de NLS pode ser vidvel para a aplxacho na enrega de compostos
hidrossolivess passiveis de ativagio pela lux
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