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RESUMO

SILVA, G. R. Nanoparticulas de poli (D, L-acido latico-co-glicolico) (PLGA) para a
entrega transdérmica do &cido aminolevulinico (5-ALA). 2020. 225 p. Tese (Doutorado em
Ciéncias) - Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, 2020.

A Terapia Fotodinamica (TFD) é uma técnica que combina a¢éo de um fotossensibilizador (FS)
com a administracdo da luz local e do oxigénio molecular presente no tecido, para gerar espécies
reativas de oxigénio (ROS) citotoxicas que levam a morte de células tumorais. O &cido
aminolevulinico (5-ALA) é o precursor metabolico do FS protoporfirina IX e € muito utilizado
para o tratamento topico e ndo invasivo de alguns dos canceres de pele mais superficiais.
Embora a TFD seja uma técnica eficaz, a dificuldade de permeacdo na pele do 5-ALA, por
causa da sua caracteristica hidrofilica, leva a diminui¢do da biodisponibilidade local desta
molécula, contribuindo para uma reducéo no efeito terapéutico e por consequéncia do uso da
técnica. Para superar estes desafios neste trabalho desenvolvemos um sistema de nanoparticulas
poliméricas de poli (D, L- &cido lactico-co-glicélico (PLGA) para a liberacdo controlada do 5-
ALA para uso topico e transdérmico. O sistema obtido por simples emulsdo, se mostrou mais
estavel quimicamente em relagdo a molécula livre do 5-ALA, sendo muito promissor para 0s
testes in vitro. Verificamos a acdo da TFD em células de pele saudaveis (fibroblastos, HDFn)
e tumorais (ndo-melanoma, A431) em diferentes doses de energia comprando a efetividade das
nanoparticulas e do 5-ALA livre. Ap6s o tempo de incubacdo de 24 horas, comprovamos que
para as avaliacdes da TFD (630 nm, 8 J.cm), com o equivalente de concentracio de 0,5 mM e
1,0 mM de 5-ALA, que as nanoparticulas apresentaram 53% de viabilidade celular paraa A431,
e nas mesmas condices foi verificado 76% de viabilidade para as células saudaveis. Para o 5-
ALA livre as porcentagens de viabilidade celular sdo equivalentes a 5% e 18%, respectivamente
para a A431 e HDFn. Estes resultados mostram o que as nanoparticulas desenvolvidas podem
melhorar a eficacia da TFD, sendo mais seletivas para as células tumorais, com efeito em baixas
concentragbes e apresentando menos danos oxidativos as células saudaveis de pele
(fibroblastos, HDFn). Este trabalho contribui para a nanotecnologia aplicada para tratamentos
topicos, com uma metodologia simples e promissora para futuro uso clinico de moléculas

hidrofilicas.

Palavras-Chave: Nanoparticulas poliméricas. Poli (acido latico-co-acido glicélico). Acido

aminolevulinico. Terapia fotodindmica. Cancer de pele ndo-melanoma.






ABSTRACT

SILVA, G. R. Poly (D, L-lactic-co-glycolic acid) nanoparticles (PLGA) for transdermal
delivery of aminolevulinic acid (5-ALA). 2020. 225 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) -
Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de Sao Paulo, S&o Carlos, 2020.

Photodynamic Therapy (PDT) is a technique that combines the action of a photoactive molecule
with the administration of local light and molecular oxygen present in the tissue to generate
cytotoxic reactive oxygen species (ROS) that lead to the tumor cells death. Aminolevulinic acid
(5-ALA) is the metabolic precursor of the photoactive molecule protoporphyrin IX. 5-ALA is
widely used for topical and non-invasive treatment of some of the most superficial skin cancers.
Although PDT is an effective technique, the difficulty of permeation in the skin of 5-ALA,
because of its hydrophilic characteristic, leads to a decrease in the local bioavailability of this
molecule, contributing to a reduction in the therapeutic effect and as a result of the use of the
technique. In this work, we developed a system of polymeric nanoparticles of poly (D, L- lactic-
co-glycolic acid (PLGA) for the controlled release of 5-ALA for topical and transdermal use.
The nanoparticle system obtained by simple emulsion proved to be more chemically stable
concerning the free molecule of 5-ALA, being very promising for in vitro tests. The action of
TFD has been studied in healthy skin cells (fibroblasts, HDFn) and tumor cells (non-melanoma,
A431) in different doses of energy buying the effectiveness of nanoparticles and the free 5-
ALA. After the 24-hour incubation time, we proved that for the TFD evaluations (630 nm, 8
J.cm-2), with the concentration equivalent of 0.5 mM and 1.0 mM of 5-ALA, that the
nanoparticles showed 53% cell viability for A431, and in the same conditions 76% viability
was verified for healthy cells. The cell viability percentages for free 5-ALA were equivalent
to 5% and 18%, respectively for A431 and HDFn. These results show that the developed
nanoparticles can improve the effectiveness of PDT, being more selective for tumor cells, with
effect in low concentrations and presenting less oxidative damage to healthy skin cells
(fibroblasts, HDFn). This work contributes to nanotechnology applied to topical treatments,

with a simple and promising methodology for future clinical use of hydrophilic molecules.

Keywords: Polymeric nanoparticles. Poly (lactic acid-co-glycolic acid). Aminolevulinic acid.

Photodynamic therapy. Non-melanoma skin cancer.
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APRESENTACAO DA TESE

Esta tese estd dividida em SETE CAPITULOS apresentados brevemente. No
CAPITULO 1 é descrito a motivacio para o desenvolvimento e o uso de nanoparticulas em
terapia fotodindmica, no tratamento de canceres de pele, seguido dos objetivos do trabalho. O
CAPITULO 2 apresenta a revisdo bibliografica com os topicos principais para cada etapa
desenvolvida. Em seguida cada capitulo é dividido entre materiais e métodos, resultados,
discussdes e conclusdes parciais. O CAPITULO 3, aborda a Etapa 1 de pesquisa, com o0
desenvolvimento e inovagéo de sistemas de nanoparticulas poliméricas. O CAPITULO 4 dispde
da Etapa 1, apresentando os protocolos para as metodologias e caracterizagdes fisico-quimicas
em acordo com 6rgéos de regulamentacdo. O CAPITULO 5 define a Etapa 3 com os protocolos
finais de caracterizacdo para um sistema potencial para uso em terapia fotodinamica. E por fim,
0 CAPITULO 6 demonstra as provas de principio para os estudos in vitro para linhagens
celulares de pele (HDFn e A431) embasado nas respostas anteriormente estudadas. As
conclusdes gerais e perspectivas futuras do trabalho sdo apresentadas no CAPITULO 7.
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1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 Motivacéo para o desenvolvimento de nanoparticulas de PLGA-ALA

Cancer € o nome dado a uma colecdo de mais de cem doencas relacionadas, podendo
ter inicio em tecidos epiteliais (carcinomas) ou conjuntivos (sarcomas), podendo dividir e
espalhar-se, rapido e agressivamente, para qualquer regido do corpo, levando a geracdo de
tumores. Embora os avancos cientificos e tecnoldgicos estejam acontecendo, a Agéncia
Internacional de Pesquisa em Céancer (IARC) estima que em 2020 havera 18.989.634 casos de
cancer em todo o mundo, chegando ao aumento de mais 64% de novos casos em 2040. (1-3)

O cancer de pele € 0 mais incidente dos canceres em todo 0 mundo e corresponde a
cerca de 30% dos casos de tumores malignos registrados no Brasil. Esse tipo de céancer é
proveniente de varias linhagens celulares e temos dois tipos principais: o0 melanoma (CPM -
Cancer de Pele do tipo Melanoma) e 0 ndo-melanoma (CPNM - Cancer de Pele do tipo Néo-
Melanoma). Embora o de maior mortalidade seja o tipo melanoma, o de maior incidéncia no
pais é o do tipo ndo-melanoma, estimando-se que em 2020 havera 176.930 novos casos (83.770
homens e 93.160 mulheres, com perspectiva de morte de 1.958 casos totais) no pais, enquanto
mundialmente, as perspectivas sdo de 1.097.855 casos. (1,3)

Devido aos altos indices, o custo do tratamento de canceres de pele do tipo ndo-
melanoma é alto. De acordo com a Gltima atualizacéo de 2010, somente no estado de S&o Paulo,
o Sistema Unico de Satde (SUS) gastou para todos os tratamentos do estado (que inclui
radioterapia, quimioterapia e cirurgia, com associacdo destas ou ndo) cerca de 37 milhdes de
reais. Dentre estes dados, se destaca a importancia no desenvolvimento e aprimoramento de
tratamentos e de técnicas para este tipo de cancer que sejam mais economicamente viaveis, tais
como a terapia fotodindmica (photodynamic therapy, TFD). (1,4)

A TFD é uma técnica ndo invasiva e se fundamenta na associacdo de um farmaco
fotossensibilizador seguido da aplicagdo de luz resultando na producéo e a¢do do oxigénio
reativo para o tratamento de varias doencas oncoldgicas, incluindo os canceres de pele. Embora
ja consolidados, os tratamentos topicos, através da TFD associado a pro-farmacos hidrofilicos,
como o acido aminolevulinico (5-ALA), apresentam algumas limitagdes, dentre elas a prépria
biodisponibilidade do 5-ALA nas camadas da pele, impedindo a méaxima eficacia
farmacoldgica no local de agdo. Assim, procura-se melhorar o uso deste tipo de pré-farmaco

atraves da nanotecnologia, visando o maximo custo-beneficio entre as técnicas. (5-6)
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Como ja mencionado, ha muitas estratégias na ciéncia e tecnologia usadas para a
melhoria nas etapas de prevencéo, tratamento e do diagndstico de varias doengas. Em particular,
com o avanco da nanotecnologia e, em especifico, da nanomedicina, permitiu-se o
desenvolvimento de plataformas para antigos e novos farmacos, utilizando-se de nanoparticulas
poliméricas, lipidicas e metalicas. As nanoparticulas sdo desenvolvidas para a entrega
controlada e em sitios especificos de acdo (seletividade), podendo melhorar a biodistribuicéo e
disponibilidade; a eficiéncia terapéutica ou simplesmente diminuir os efeitos colaterais dos
farmacos nos organismos. Além disso, a hanotecnologia pode ser associada a terapias como a
fototerapia, quimioterapia e a radioterapia, aléem de diagnosticos por imagem, como a
ressonancia magneética. (7)

Muitas nanoparticulas poliméricas estdo sendo desenvolvidas para o tratamento de
cancer. Para garantir o desenvolvimento de nanomateriais poliméricos com alta especificidade
e custo-beneficio para se chegar ao mercado final, como produto farmacéutico de uso clinico
aprovado, é necessario que as caracteristicas fisico-quimicas relacionadas a sua estabilidade
como dispersdo de tamanho, carga superficial, morfologia e toxicidade sejam bem definidas.
Sistemas com nanoparticulas poliméricas de poli (D, L-acido latico-co-glicélico) (PLGA),
embora ainda economicamente com alto valor de mercado, apresentam aprovacao clinica por
6rgdos como o Food and Drug Administration (FDA) desde meados do inicio dos anos 80. (8-
9)

O PLGA permite um projeto de desenvolvimento em aplicagdes topicas, baseado em
desempenho para melhorar as caracteristicas fisico-quimicas de muitos farmacos na penetracao
e retencdo nas células da pele, protegendo-os de reacBes e interacdes com biomoléculas,
otimizando os processos de tratamentos em relacdo as moleculas de farmacos livres. Este
biopolimero é frequentemente associado ou conjugado a outros materiais como outros
polimeros, como polietileno glicol (PEG) ou biomoléculas como &cido desoxirribonucleico
(DNA), a fim de aumentar sua especificidade no tratamento. (8-10)

Na oncologia € importante, apos o diagnostico rapido, o tratamento eficaz e especifico,
para aumentar as chances de cura e sobrevida destes pacientes. Assim, o desenvolvimento e
aplicacOes de alta tecnologias, podem trazer novas perspectivas para aqueles acometidos pela
doenca e também para a classe médica. Deste modo, este trabalho propde a elaboracdo de uma
nanoplataforma de PLGA-ALA para o tratamento de canceres de pele do tipo ndo-melanoma

com uso conjunto a terapia fotodinamica.
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1.2 Objetivos e objetivos especificos

O principal objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de um novo sistema de
nanoparticulas de PLGA para a entrega controlada do 5-ALA, visando o aumento de sua
permeabilidade e biodisponibilidade nas camadas da pele, para aumentar a eficacia da TFD.
Observando o nimero de casos de cancer de pele do tipo ndo-melanoma, no Brasil e no mundo,
e tendo em vista os resultados promissores do uso clinico do 5-ALA como molécula livre e suas
respectivas limitagGes fisico-quimicas para o uso em aplicaces topicas para o tratamento
associado com TFD, espera-se com este trabalho contribuir para a potencializacdo do pro-

farmaco.






2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer de pele ndo-melanoma

O cancer de pele € de longe o tipo mais comum de cancer e é classificado em dois tipos
principais: 0 melanoma e ndo-melanoma. O tipo melanoma (MSC) surge em funcdo de
mutacBes genéticas nos melandcitos, células produtoras de pigmento, que podem ser
encontrados tanto na pele, quando nos olhos e ouvido interno, por exemplo. O melanoma
maligno é responsavel por mais de 1% de todos os tumores malignos de pele, sendo o mais
agressivo e com elevada taxa de mortalidade. O termo cancer de pele ndo- melanoma (NMSC)
é relacionado a linfomas cutaneos, tumores anexiais, carcinomas de células de Merkel entre
outras neoplasias cuténeas raras, mas € usado principalmente para definir carcinomas
basocelulares (CBC) e carcinomas espino celulares (CEC), pois, juntos sdo 0s que aparecerem
com maior incidéncia. (11-14)

O CBC é o tipo mais incidente, porém o menos agressivo. Este tipo deriva das células
basais da epiderme e do aparelho folicular, e é considerado de baixo grau de metastizacdo
embora tenha capacidade de invasdo local e destruicdo tecidual. O CEC, se origina em células
do epitélio pavimentoso, nos queratindcitos. O CEC é localmente agressivo e apresenta
metastases para linfonodos regionais com mais frequéncia do que CBC, isto é progndstico ruim
visto que a sobrevida global em dez anos foi abaixo de 20%. A causa mais comum sao 0s efeitos
cumulativos aos raios ultravioleta, embora cicatrizes, queimaduras e condi¢fes dermatoldgicas
inflamatdrias também levam ao desencadeamento do CEC. Ha estudos clinicos que mostram,
que infeccdes por virus do papilomavirus humano (HPV) e imunodeficiéncia humana (HIV)
podem favorecer pacientes a desenvolveram CBC e CEC. Tanto o CEC quanto o CBC se
subdividem em outras linhagens.

Embora de baixa mortalidade, desde 1960 estima-se um aumento anual de 3 a 8% de
incidéncia de cancer de pele ndo-melanoma em todo 0 mundo, e o tipo basocelular é responsavel
por 10% de aumento ao ano, sugerindo que a incidéncia deste tumor logo sera igual a incidéncia
de todos os outros tipos de canceres combinados. Um fato historico é que como a populacéo
alcangou uma estimativa de vida mais alta, o0 que explica a maior incidéncia de casos em pessoas
com 60 anos ou mais, é possivel que em menos de dez anos havera mais da metade do aumento
dos casos relatados. A exposicdo aos comprimentos de onda UVB, € um dos fatores que
implicam em mutagdes genéticas levando ao cancer de pele. (12,14)
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Os tratamentos mais usuais sd8o a cirurgia a crioterapia, medicamentos topicos,
radioterapia e a terapia fotodindmica (TFD). Tratamentos ndo invasivos sdo de primordial
importancia, visto que a maioria dos canceres de pele acometem regides que impactam a vida
e bem-estar do paciente. Deste modo a TFD representa uma modalidade de tratamento que vem
sendo empregada ha décadas, sendo minimamente invasiva e com comprovados resultados na
literatura. (14-16)

2.2 Terapia Fotodindmica (TFD)

A terapia fotodindmica (photodynamic therapy, PDT) teve “seu inicio” registrado em
1900, embora de uso associado historicamente desde o antigo Egito, quando Oscar Raab e seu
supervisor, o Prof. Hermann von Tappeiner, observaram que culturas de Paramecium
cauadatam foram mortas depois de incubadas com laranja de acridina (um corante) e expostos
a luz solar acidentalmente. Em 1903, von Tappeiner e o médico dermatologista Jesionek
introduziram pela primeira vez a terapia fotodinamica no tratamento de carcinoma basocelular
utilizando o corante eosina. O termo “ag@o fotodinamica” foi cunhado por Oscar Raab e desde
entdo, esta é considerada uma modalidade alternativa e muito promissora para o tratamento de
varios tipos de canceres e também de microrganismos. (17-18)

A TFD é uma terapia baseada em fotoquimica ndo-térmica, na qual niveis citotoxicos
de oxigénio singlete e outras espécies reativas sdo gerados no tecido alvo apos a ativacao de
um agente fotoativo pela luz, usando-se um laser, diodo emissor de luz (light emitting diod,
LEDs) ou entdo uma lampada de banda larga (600 a 900nm). Esta terapia associa trés
componentes que atuam simultaneamente: um agente fotossensibilizador (FS), a fonte de luz
de comprimento de onda especifico (que tenha potencial de ativar a acdo do FS) e oxigénio
molecular.

Os FS sdo compostos capazes de absorver a luz de um comprimento de onda especifico
para transformar em energia. Uma caracteristica fundamental é sua capacidade de se acumular
preferencialmente em tecido doente e, em seguida, gerar agentes citotoxicos para um induzir
efeito bioldgico que implica na morte celular por necrose, apoptose ou autofagia, 0 que mostra
ser uma grande vantagem visto que alguns tumores minimizam a apoptose. (5,6,17)

A molécula FS é um singleto em seu estado fundamental porque tem dois elétrons com
spins opostos. A absorcdo de um foton de luz com a energia quéntica apropriada (isto é, um
comprimento de onda) leva a excitagcdo de um elétron para um orbital de alta energia (como

mostrado pelo Diagrama de Jablonski, figura 1). O FS no estado excitado do singleto € muito



43

instavel, e assim o excesso de energia € liberado como emissdo de luz (fluorescéncia) ou
producdo de calor (conversdo interna). Ainda o FS no estado singleto pode passar por um
processo (cruzamento intersistema) para formar um estado de tripleto mais estavel com spins

paralelos. (6,18)

2° Estado Singleto Excitado Tipo 1: Radical hidroxila
Transferéncia de elétron
5: [ i —
Conversao Interna g HO*
! 1°Estado Slngr]eto xcitado T
_ Estado. - Lo "

S, Excitado ¥ \\\\\‘\\\\‘3\\“\;2”’;2
:?‘23. ORS™ 2N

Tipo 2: Oxigénio Singleto
Transferéncia de energia

hVi: 30,

¥
0-

Figura 1 - Diagrama de Jablonski mostrando os mecanismos de acdo do TFD através das reagdoes do tipo | e tipo
1.

Fonte: Adaptado de SILVA (18).
A interacdo do FS com um comprimento de onda especifico pode se dar por duas vias

Absorcado

S\ A NANANNANN

Fluorescéncia

Estado Fundamental

ou reacdes diferentes. Nas reac6es do tipo |, a irradiacdo de luz correspondente a absorcdo do
pico do FS e o excita, levando um elétron a ocupar um orbital de maior energia. Através de um
cruzamento interssistemas, o FS excitado passa para seu estado triplete e interage diretamente
com um substrato (proteinas, lipidios, membrana citoplasmatica etc) gerando radicais livres
(cujo tipo depende da molécula envolvida no processo), que entdo reagem com oxigénio
molecular resultando em reacGes de transferéncias de elétrons gerando espécies reativas de
oxigénio (reactive oxygen species, ROS) que séo citotoxicas. Logo, este processo pode envolver
a aquisicdo ou doacdo de um elétron para formar o cation radical ou anion radical. O anion
radical pode reagir com o oxigénio para produzir o &nion radical superoxido (O2™) ou a reducéo
de um elétron de O, gerando peroxido de hidrogénio (H20>), que por sua vez pode sofrer outra
reducdo de um elétron para formar os radicais hidroxila oxidantes (HO").

O FS no estado tripleto pode decair de volta ao estado fundamental (emitindo um féton
fosforescente), mas este € um "processo proibido” pelas regras de selecdo quéntica, entdo o

estado tripleto é muito mais estavel do que o estado singleto tendo uma vida Gtil maior do que
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comparado ao estado singleto excitado. Essa longa vida util permite que o estado tripleto tenha
tempo suficiente para transferir sua energia ao colidir com o oxigénio molecular (O2), que é 0
unico tripleto molecular em seu estado fundamental. Esta etapa de transferéncia de energia leva
a formagcéo de oxigénio singleto (*O2) (e estado fundamental do FS), e a reacio é chamada de
reacOes tipo 1. O oxigénio singleto é altamente reativo, e citotdxico e os ROS apresentam
reatividade e meia-vida curta e sdo capazes de oxidar membranas celulares e de organelas. Este
fator implica que a TFD afeta diretamente os tecidos bioldgicos proximos de onde as espécies
reativas estdo sendo geradas (aproximadamente num raio de 20 nm). A geragdo de ROS atraves
das reac0es do tipo Il é mecanicamente muito mais simples do que através do Tipo |, portanto,
acredita-se que a maioria dos FS usados em tratamentos de canceres sejam atraves do tipo Il ao
invés do mecanismo tipo I. No entanto, ambas as rea¢es podem ocorrer simultaneamente.
(6,17-19)

Segundo a Sociedade Americana do Céancer (The American Cancer Society), a TFD
oferece uma série de vantagens em relacdo as terapias convencionais como radioterapia,
quimioterapia e cirurgias. E uma técnica menos invasiva do que as cirurgias, com menores
tempos envolvidos em sua aplicagdo, além de poder ser, frequentemente, realizada em
ambulatorios. Diferente da radioterapia, a TFD pode ser aplicada repetida vezes no mesmo local
e pode ser direcionada com mais precisdo. Por necessitar apenas de uma fonte de luz e um
agente FS é uma técnica economicamente mais viavel. As vantagens da TFD ainda incluem
6timo resultado cosmético e campo tratamento.

Entretanto, a TFD ndo pode ser utilizada para tratar canceres mais profundos, devido
a limitacdo de penetracdo da luz nos tecidos e ao uso de FS que deixam 0s pacientes sensiveis
a fotoreacGes por até 48 horas. A penetracdo da luz no tecido aumenta com o comprimento de
onda, o que implica que a maioria dos FS usados em TFD para tratamentos apresentem bandas
de absorbancia entre 600 nm e 800 nm (como é o caso das protoporfirinas, com absorbancia em
603 nm), no entanto esta janela terapéutica implica em fotossensibilidade prolongada aos
pacientes. Além disso, as desvantagens do TFD incluem dor durante o tratamento, eritema,
edema leve e erosdes superficiais. (14,15,17,20)

A TFD topica geralmente é bem tolerada pelos pacientes, no entanto a dor descrita
como uma sensacdo de queimacéo ou dor aguda na &rea tratada com ALA durante a exposicao
a luz é o efeito colateral mais comum, e é tdo intensa quanto for a area tratada e o local de
aplicacdo, por exemplo, a face e a cabeca, o que leva a muitos pacientes, principalmente idosos,
a desistirem do tratamento levando a necessidade de analgesicos ou anestésicos durantes as

sessOes de tratamento. A literatura mostra que a combinacdo de lasers a outras terapias como
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cirurgia, radioterapia, vitamina D, diclofenaco, 5-fluorouracil (todos para tratamentos usuais de

canceres nao-melanoma) melhoram significativamente a TFD. (14-16)

2.3 Acido Aminolevulinico (ALA)

O primeiro fotossensibilizador (FS) foi introduzido por Dougherty et al. que
apresentou uma mistura de porfirinas solivel em dgua nomeada de derivado de hematoporfirina
(HpD). O HpD é o FS mais usado e conhecido em todo o mundo até hoje (atualmente
conhecidos comercialmente de Photofrin® e Photogem®). No entanto, o uso de protoporfirinas
leva a reconhecidas desvantagens tais como a fotossensibilidade da pele, quando aplicado
topicamente, que pode durar semanas e até meses, podendo levar a reacGes cutaneas
inflamatorias e leve fototoxicidade da pele generalizada. O ALA faz parte da segunda geracdo
de FS junto as clorinas. Em 1990, quase 12 anos depois da apresentacdo do HpD, foi introduzido
a molécula do é&cido aminolevulinico (5-ALA) que é uma precursora enddgena da
protoporfirina IX figura 2 (A), e assim, desde entdo, muitos estudos tem-se voltado ao uso do
5-ALA figura 2 (B) em TFD. (6,21)

Figura 2 - Estruturas quimicas da (A) protoporfirina 1X e (B) acido aminolevulinico.
Fonte: Adaptado de CERISE (21).

As porfirinas enddgenas sdo sintetizadas na via da biossintese da heme e que faz parte
do grupo prostético para as proteinas hemato, como a hemoglobina e mioglobina, todas as quais
desempenham papéis importantes nas reagdes de reducdo de oxidacao e transporte de oxigénio.

O 5-ALA ou seus estéres sao considerados pré-drogas que podem ser administrados
intravenal, oral ou aplicados topicamente nos tecidos. Atualmente o metil aminolevulinato
(MAL) e o 5-ALA séo aplicados topicamente e convertidos em PplX penetrando no estrato
cérneo da epiderme e sendo absorvido por células de lesdes pré-Cancerigenas e glandulas
sebaceas. Ha producéo preferencial de porfirinas fotoativas no tecido canceroso apos aplicacédo
do MAL e 5-ALA, na literatura ¢ mostrado que ha maior seletividade para 0 MAL devido a sua

maior lipofilicidade.
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A acdo do 5-ALA topico € observada apds um intervalo de tempo para acumulo e
producdo PpIX. Ao entrar nas mitocondrias de células saudaveis e tumorais, acontece a
transformac&o enzimética do ALA, via ciclo da heme, levando a producédo de PplX e depois da
heme. Em alguns tumores, esse processo € perturbado e a aplicacdo de ALA exdgeno em
excesso induz ao acumulo preferencial de PplX que eleva o aumento da permeabilidade da
queratina e a diminuicdo dos niveis de ferro e da atividade das enzimas ferroquelatases nas
celulas tumorais. A PplX é ativada por uma fonte apropriada de luz (que pode ser no azul ou
no vermelho), que deve corresponder ao pico de excitagdo do FS. A luz vermelha se infiltra no
tecido mais profundamente e pode ser mais eficaz para lesbes mais profundas. O FS libera a
cadeia de reagdes fototoxicas, induzindo a formacdo de ROS e oxigénio singleto em niveis
capazes de erradicar a lesdo ap6s a iluminacdo, levando a morte celular. A causa da morte
celular ainda ndo é totalmente compreendida, mas a apoptose e a necrose ocorrem antes. Muitos
estudos de sucesso sdo publicados com o uso do 5-ALA em tratamentos topicos de canceres de
pele (5,16,22-23)

Segundo, Hunter A. G. et al. (2005) (24) aplicacdes topicas para TFD sdo em média
de de 1,2 M. No entanto, concentracdes altas pode levar a possiveis reacdes da molécula, onde
0s produtos de degradacdo podem reduzir significativamente as espécies reativas de oxigénio
durante a TFD. Este estresse oxidativo ndo intencional, pode ser nocivo ao longo do tempo. O
ALA é uma molécula que apresenta instabilidade quimica principalmente em solucéo aquosa e
em pH fisiolégico. Assim, por ser uma molécula hidrofilica, polar e por possuir baixa massa
molecular, tende a ndo permear profundamente o extrato corneo da pele e se auto agregar em
solucdo aquosa, originando, assim, alterac6es croméforas da PplX e diminuindo a producéo de
oxigénio, além de poder sofrer reacGes de fotobranqueamento. Além disso, em condicBes
alcalinas o 5-ALA sofre dimerizacdo (reacdo de condensacdo ciclica), gerando produtos de
degradacdo como o 2,5-dicarboxietil-3,6-di-hidropirazina (DHPY), 2-6 porfobilinogénio e 2,5-
dicarboxietilpirazina (PY) na presenca de oxigénio.

No entanto, os beneficios do uso do 5-ALA para uso topico e transdérmico sdo mais
favoraveis do que desfavoraveis, e assim a tendéncia dos estudos cientificos &€ minimizar o
potencial de degradagcdo, melhorando o tempo de incubacdo, concentracdo e permeabilidade,
por exemplo, com estratégias de se trabalhar com pH mais baixos e até mesmo com o uso da
nanotecnologia.(5,21-23,25-26)

2.4 A pele e as rotas de permeacéo de farmacos



47

A pele apresenta funcdes que Ihe conferem grande importancia para o organismo. E o maior
orgéo do corpo humano composta por trés camadas principais: epiderme, derme e hipoderme.
Cada uma dessas camadas tem funcdes especificas como barreira de prote¢do imunoldgica e
mecanica para outros tecidos, regulacéo da temperatura e perda de fluidos corporais. Em geral,
é formada por proteinas, lipideos e dgua. (27-28)

A penetracdo e a permeacdo de farmacos através da pele sdo influenciadas pelas
propriedades estruturais do préprio 6rgao e das propriedades fisico-quimicas do farmaco de
interesse. Sabe-se que a pele é uma barreira seletivamente permeavel, assim, o extrato cdrneo,
localizado nas celulas da epiderme, controla a permeacdo de componentes externos e esta
afirmacéo faz com diferentes farmacos permeiem com diferentes fluxos de difusédo (J). (27-29)

O fluxo de difusdo (J) é a quantidade de farmaco permeada por unidade de area, por unidade
tempo (ug. cm. ht), a taxa é determinada pelo coeficiente de permeabilidade K, (cm.h™) e o
gradiente de concentragio (AC) do farmaco através da pele (ug.mL™), equacgdo (1):

J= KpAC (1)

Onde, K; € uma medida combinada do coeficiente de parti¢do (P, que representa a rapidez
com que o farmaco se divide da formulacgéo para a pele), o coeficiente de difusdo (D, que mede
a rapidez com que o farmaco se difunde atraves da pele) e o comprimento do caminho difusional
(h), de acordo com a equacgao (2):

P.D

Ky =—=- @

Uma molécula pode permear por varias vias diferentes na pele. Na via intercelular o
farmaco difunde-se pelos cornedcitos e permanece na matriz lipidica; por sua vez na via
transcelular a molécula passa direto dos cornedcitos e da matriz lipidica transcelular e, por fim,
nos apéndices da pele o farmaco é absorvido pelos foliculos pilosos, glandulas sebaceas ou
sudoriparas. O fluxo combinado destes caminhos determina o fluxo geral de permeacé&o.
Particulas da ordem micrometros (3 - 10) concentram-se nos foliculos pilosos, menores que 3
micrometros permeiam nos foliculos e extrato corneo, enquanto maiores que 10 micrometros
permanecem na superficie da pele. Ativos lipofilicos tem mais facilidade de permeacao do que
ativos hidrofilicos, e estas caracteristicas sdo, também, influenciadas pelo pH, tamanho,
estabilidade entre outros fatores fisico-quimicos. (21,27,30)

Os sistemas de administracdo de medicamentos topicos e transdérmicos tém mostrado
vantagens significativas na pratica clinica para o direcionamento do medicamento ao local de
acdo no corpo, reduzindo os efeitos colaterais sistémicos. A administracdo de farmacos pela

pele também é realizada para se obter a liberagé@o controlada ou prolongada, além, de apresentar
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vantagens em tratamentos de doencas de pele por apresentar menos efeitos colaterais, ter acdo
local menos invasiva e ndo citotdxica quando, por exemplo, comparado a medicamentos de uso
intravenoso. No entanto, o estrato corneo (SC) compactado € relativamente impermeavel atua
como uma barreira para substancias exdgenas, o que faz com que produtos quimicos
hidrofilicos ou proteinas quase ndo podem ser entregues por sistemas transdérmicos. Este
ponto, estimulou nas Gltimas décadas, varios estudos para aumentar as atividades transdérmicas

de drogas hidrofilicas, por exemplo, atraves da nanotecnologia. (27-31)

2.5 Nanomedicina e sistemas de liberacdo controlada poliméricos em TFD

A nanomedicina é uma ciéncia multidisciplinar que combina o objetivo de desenvolver
sistemas carreadores de fA&rmacos com maior eficicia. Devido a ordem de tamanho nanométrica
e a alta area de superficie em relacdo ao volume, estes nanomateriais mostram importantes
diferencas nas suas propriedades bioquimicas, opticas e eletrénicas.

Em muitos trabalhos s@o considerados nanoparticulas materiais na dimenséo entre 1
nm a 1000 nm. As nanoparticulas sdo classificadas em nanocapsulas (uma camada de polimero,
disposta ao redor de um ndcleo oleoso, com o ativo dissolvido no nucleo ou adsorvido junto a
parede polimérica) e nanoesferas (uma massa sélida e macica de polimero e sem 6leo na sua
composicao, podendo o ativo incorporado estar presente no interior ou adsorvidos as esferas).
Elas sdo desenvolvidas em um meio especifico chamado de nanoemulsdo e para a formacéao de
sistemas coloidais, estas podem ser obtidas a partir do uso de lipossomas, proteinas além de
polimeros naturais ou sintéticos. Quando nanoparticulas incorporam FS estas podem ser
classificas em passivas (biodegradaveis e poliméricas) ndo-biodegradaveis (nanoparticulas de
silica, ouro, 6xido de ferro, poliacrilamidas) e ativas (quantum dots, manganés) entre outros
tipos e sdo desenvolvidas de acordo com aplicacéo e objetivo esperado. (10,32,33)

Em associacdo a TFD, a nanotecnologia vem para melhorar a estabilidade e permitir
uma melhor seletividade dos FS nos tecidos tumorais. Ross W. Boyle e colaboradores (2008)
(34) mostra que em os FS nanoencapsulados entram como uma terceira geragdo chamados de
“targetin photosensitizers”, onde sendo conjugado com diferentes classes de materiais (como
biopolimeros, lipossomas, anticorpos, peptideos, por exemplo) passam a possuir alvos celulares
especificos otimizando a acdo dos FS, além de poder melhorar a permeabilidade e por
consequéncia o acimulo em células alvo. (35-36)

Os primeiros estudos dentro da area de nanoparticulas como carreadores de FS datam

de 1991, onde uma estrutura organica de polialquilcianoacrilato foi conjugada ao FS



49

hamatoporfirina. (37) De 1990 para os dias atuais, muitos FS nanoencapsulados chegaram ao
mercado como Foslip® e o Fospeg®, que carreiam o Foscan® em lipossomas convencionais
ou peguilados, respectivamente. O mais recente sistema aprovado (2018), pela Unido Européia
(EV), € um lipossoma que entrega 0 5-ALA para o tratamento de carcinomas basais, chamado
de AmeLuz®. (35,38-40)

Para nanoparticulas poliméricas € comum o uso do polimero poli (&cido-co-acido
latico) (PLGA). Polimeros sintéticos como o PLGA, poli (&cido latico) (PLA), poli (&cido
glicolico) (PGA) e poli-e-caprolactona (PCL) sdo classificados como ésteres alifaticos e
possuem cadeias carbdnicas hidrolisaveis. Em especifico, durante a polimerizacdo, unidades
consecutivas de acido glicolico e latico sdo ligadas por ligacdes ésteres até produzir o PLGA,
que é um poliéster alifatico, amorfo e linear com temperatura de transicdo vitrea acima de 37°C
e em ambientes bioldgicos, é degradado em um metabdlito natural do corpo humano,
apresentando, portanto, vias saudaveis de eliminacdo. As formas do PLGA sdo diferenciadas
de acordo com as unidades monomeétricas utilizadas, por exemplo, o PLGA 50:50 é um
copolimero formado por 50% de &cido lactico e 50% &cido glicolico. (32,41-43)

O PLGA é um polimero hidrofébico e que também possui um grupo carboxilico, que
da a cadeia polimérica, quando se dissocia em agua, carga negativa. Com aprovacao pelo FDA
para uso em terapias humanas, o PLGA € usado em sistemas farmacoldgicos conhecidos, por
suas propriedades fisico-quimicas definidas, que garantem maior reprodutibilidade do produto
em cada lote do polimero, tornando-se mais seguro para o desenvolvimento de sistemas
carreadores para liberacdo controlada de ativos, alta eficacia por suas atividades bioativa e de
baixa toxicidade, embora apresente alto custo quando comparados a polimeros de origem
natural como a quitosana. (43-46) Em nota, no APENDICE ¢ calculado o custo de sintese em
escala laboratorial, para cada sistema estudado neste trabalho.

Allison et al. (2004) (40)mostrou que nanoparticulas amorfas de PLGA que carreavam o 5-
ALA, obteve eficiéncia de encapsulamento de 66%, com aumento na eficacia da fototoxicidade
em relacdo a molécula livre de ALA na mesma concentracgdo e, portanto, apresentou relevancia
para estudos in vitro de células de carcinoma.

E comum associar o PLGA a tensoativos ou polimeros hidrofilicos por ligagdes covalentes
ou adsorcao, que se ajustem a sua superficie para modificar estas propriedades. Polimeros como
o 4alcool polivilinico (PVA) ou polietilenoglicol (PEG), polaxameros, fosfolipideos e
polissorbartos sdo comumente utilizados em sinteses de nanoparticulas de PLGA como

revestimento das matrizes ou tensoativos.
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O PVA é soluvel em agua e possui uma massa molecular elevada e sendo assim, espera-se
que guanto maior a concentracdo deste tensoativo menor seja o0 tamanho das nanoparticulas
obtidas, pois, quanto maior a concentracdo do tensoativo maior o nimero de moléculas na area
superficie das goticulas emulsificadas. (47-49)

Destaca-se que O PEG é um polimero hidrofilico que favorece a formacéo de uma camada
nas nanoparticulas, e atraves do impedimento estérico, ndo permite, por exemplo, a acdo destes
nanomateriais com outras nanoparticulas ou componentes do sangue, implicando no aumento
do tempo de circulagdo quando estas particulas sdo administradas sistemicamente. Logo, tem
uso promissor em diferentes tipos de nanoplataformas como particulas de ouro e poliméricas,
nesta Gltima com conjugacdes ja conhecidas com PLGA, desde meados do inicio da década de
90 (50), incluindo trabalhos com nanoencapsulamento de diferentes farmacos e aplicacdo em
terapias génicas, para tratamento e diagndsticos de inimeros tipos de canceres. A associagdo
com tensoativos ndo idnicos como o PVA também é conhecido e pode ser usado para melhorar
a permeabilidade transdérmica. Depois dos estudos pioneiros, surgiram as primeiras
formulagBes de nanoparticulas para o uso clinico com o uso do PEG para revestimento, como
por exemplo Doxil® (aprovado pelo FDA dos EUA em 1995). (51-55)

Brevemente, ha dois modos bem definidos para se trabalhar com PEG em sistemas de
nanoparticulas. O primeiro consiste em usar blocos de copolimeros e o segundo como
tensoativos. No primeiro caso, chamado de peguilagdo, acontece a ligacdo covalente com
copolimeros anfifilicos, o que favorece a ndo dessorcdo das moléculas de PEG no revestimento,
quando em meio bioldgico. No entanto, os processos de peguilacdo devem ser ou inclusos antes
do preparo das nanoparticulas ou adquiridos ja adaptados a necessidade de aplicacdo. O
segundo caso para o uso de PEG, consiste em adsorver a molécula de PEG, na superficie da
nanoparticula, e embora seja menos estdvel que a anterior € uma estratégia que ¢é
economicamente viavel e que ndo inclui o processo de reacdo quimica. Nos dois casos, temos
nanoparticulas furtivas, que podem alterar significativamente as propriedades do involucro do
polimero PLGA, como produzir um tamanho de particula menor e neutralizar a carga
superficial. (50,56-57) Para a industria os dois processos podem ser levados em conta, para que
se possa zelar por produtos finais com controle de qualidade e de producéo.

Tanto o PVA quanto o PEG, estabilizam a superficie de PLGA estéricamente. Em geral
polimeros hidrofilicos como o PEG ou PVA formam micelas espontaneamente e, por isso,
podem substituir 0 uso de outros tensoativos, em sistemas de PLGA. (47-49) A figura 3 indica
as formulas estruturais do PLGA, PVA e PEG.
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Figura 3 - Fémulas estruturais (A) PLGA, (B) PEG e (C) PVA.
Fonte: Adaptado de SIGMA ALDRISH (71).

Finalmente, relatos na literatura destacam que 0s usos topicos de nanoemulsdes
medicamentosas sdo indicados para varios tratamentos de doencas de pele por apresentar menos
efeitos colaterais, ter acdo local menos invasiva e ndo citotoxica quando, por exemplo,
comparado a medicamentos de uso intravenoso. Na figura 4 mostra-se que ativos hidrofilicos
(A), ficam na camada superior da pele, enquanto lipossomas conjugados com polimeros (C)
apresentam maior permeabilidade do que quando comparados a apenas lipossomas
nanoestruturados sem conjugacdo (B), reforcando o fato de que o desenvolvimento de
nanoparticulas podem aumentar a permeacédo destas na pele, mostrando as rotas de permeacédo

topica e transdérmica.
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Figura 4 - Diagrama das (A) vias de permeagdo topica e transdérmica junto com sua diferenciacdo nas vias
principais que sdo intercelulares e nas vias intercelulares que estdo representadas em (B) em
comparacao ao esquema de permeacdo (C) representando, sequencialemnte, a retencdo de famacos
hidrofpilicos, lipossomas convencionais carregados com farmaco e vesiculas lipidicas conjugadas com
polimeros, (D) com destaque para a permeabilidade intra e intercelular dos lipossomas conjugados aos
polimeros.

Fonte: Adaptado de ALEXANDER et al. (58) e WANG et al. (31).
Deste modo, esta tese esta dividida em quatro etapas principais:

Capitulo 3 (Pesquisa, desenvolvimento e inovagdo): O principal objetivo desta etapa
foi realizar os testes preliminares para os protocolos promissores e de inovagdo, para o
desenvolvimento de uma nova metodologia para a obtenc¢éo de um nanosistema polimérico para

0 uso em terapia fotodinamica com base em regulamentacfes de materiais para uso clinico e
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farmacéutico, nas legislacdes dos 6rgdos regulamentadores como ANVISA (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria) e FDA (Food and Drug Administration). Para tanto, foram testados
diferentes tipos de variagdes quanto ao tipo de emulséo a ser testada, defini¢Oes de velocidades
de agitacdo das fases aquosas, poliméricas e para obtencdo das nanoparticulas, bem como
defini¢des importantes acerca do tipo de matriz polimérica, tensoativos e solventes para serem
utilizados.

Capitulo 4 (Sistemas de nanoparticulas potenciais): Esta etapa teve por objetivo
padronizar os sistemas de nanoparticulas poliméricas promissores para 0 uso em terapia
fotodinamica. Os sistemas descritos sdo sistemas que nos permitem analisar a cooperacgéo de
cada componente (tensoativo, matriz polimérica e ativo), bem como comparar a estabilidade
entre sistema descrito na literatura e sistemas desenvolvidos para este trabalho. Para tanto as
caracterizagdo fisico-quimica dos nanosistemas polimeéricos através das analises de: tamanho
hidrodinamico e polidispersdo (por espalhamento de luz dindmico - DLS) , carga superficial
(mobilidade eletroforética), pH, viscosidade, densidade, condutividade, angulo de contato e
energia de superficie; com investigacdes ao longo do tempo de estabilidade em diferentes
condicOes, e caracterizacdes de superficie por técnicas Espectroscopia no Ultravioleta Visivel
(UV-vis), Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA), Espectroscopia na Regido do
Infravermelho (FTIR), Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), com
aplicacdo de um método de visualizagdo para a escolha do melhor sistema estudado, foram
realizados nesta etapa.

Capitulo 5 (Caracterizacdes finais de morfologia, decomposicdo térmica, eficiéncia
de encapsulacao, analises in vitro de liberacdo e permeacéo). Embasado nos testes anteriores e
mantendo o objetivo do trabalho, este capitulo finda o protocolo de nanoparticulas visando os
testes finais in vitro para aplicacdo em Terapia Fotodindmica para um sistema final,
caracterizando-o quanto a formacdo (em complemento as analises anteriores), morfologia,
atraves de técnicas como microscopia de forca atbmica (AFM), microscopia eletrénica de
varredura (MEV), espectroscopia de varredura por Field Emission Gun (MEV-FEG), formacéo
e andlises térmicas (TGA e DSC), alem das avaliacGes do perfil de permeacdo in vitro das
nanoparticulas através do método de células de Franz (com o uso de membranas sintéticas),
liberacdo por membrana de dialise e eficiéncia de encapsulagdo, com base na derivatizacdo do
5-ALA seguida da quantificacdo por espectroscopia de fluorescéncia.

Capitulo 6 Por fim, foi estudado a eficacia do sistema de nanoparticulas para o uso
em terapia fotodindmica, a partir dos estudos com células tumorais (A-431 - carcinoma

epidermdide humano) e saudaveis (HDFn -fibroblasto dérmico neonatal humano). Foram
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testadas quatro doses de luz, além, de serem estudados a toxicidade dos polimeros, tensoativo
e ativo envolvidos no desenvolvimento das sinteses, nanoparticulas com e sem ativo e producao
de protoporfirina IX por espectroscopia de fluorescéncia, para o 5-ALA livre e 0s sistemas com
que carrearream o pro-farmaco.

Espera-se com este trabalho contribuir para a area de nanotecnologia aplicadaem TFD,

atraves do uso de nanoparticulas de PLGA para encapsular o pré-farmaco, 5-ALA.
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3 ETAPA 1 - PESQUISA, DESENVOLVIMENTO E INOVACAO
(P&D&I)”

3.1 Materiais e métodos
3.1.1 Materiais

Os reagentes para os estudos de desenvolvimento foram adquiridos como grau
analitico, e a agua ultra pura Milli-Q, com resistividade de 18,1€, foi utilizada para o preparo
de todas as solucdes. Foram utilizados 0s seguintes reagentes: acetona, alcool etilico absoluto,
diclorometano e lauril sulfato de sodio 90% (LabSynth, Diadema-SP, Brasil). Alcool
polivilinico (PVA, grau de hidrolise de 80,5 - 89,5%) (Vetec Quimica -Sigma-Aldrich, Duque
de Caixias-RJ, Brasil)) e cloridrato de acido aminolevulinico 95% (5-ALA) (PDT Pharma,
Cravinhos-SP, Brasil). Cloridrato de acido aminolevulinico 99% (5-ALA), poli (D, L-acido
latico-co-glicdlico) (50:50) (c6digo:P2191) (Mw=30000-60000 g/mol); dextran de
Leuconostoc spp.( Mr 450,000-650,000), Kolliphor P188, Span 20 e Tween 80 (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Alemanha). Kollisolv® PEG400 (polietileno glicol 400, Mw 380-420 g/mol)
(Fluka Analytical -Sigma-Aldrich, St. Gallen, Suica).

3.1.2 Métodos

O trabalho de desenvolvimento dos sistemas de nanoparticulas foi realizado nas
dependéncias do Laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento (P&D), da empresa Nanomed -
Inovacdo em Nanotecnologia, em parceria cientifica, segundo as normas e critério de qualidade
da mesma. Nesta etapa, o trabalho foi, também, supervisionado pela CEO (Chief Executive
Officer) Dr2 Amanda Luizetto dos Santos.

Sistemas de nanoparticulas

Os sistemas foram avaliados da literatura especifica, seguindo de alguns critérios de
classificacdo tais como: classificagdo dos reagentes e matérias primas; defini¢ao do biopolimero
para as sinteses; metodologias com rotas de obtencdo simples visando o futuro escalonamento
industrial; metodologias para a obtencéo de sistemas para 0 hanoencapsulamento de moléculas
hidrofilicas, tamanho de particula e carga, e analises especificas para a ajuda na escolha das

melhores metodologias.
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Inicialmente, as sinteses foram embasadas nas referéncias Shil L. et al. (59), Shaker
M.N. et al. (60) e Silva G.R. (61) passando por modificacGes (embasadas em rotas sintéticas
para nanoparticulas de PLGA (42)) até se encontrar o sistema mais estavel e coerente com 0s
tamanhos e cargas propostas para fins deste estudo. No preparo dos sistemas de nanoparticulas,
foram avaliadas diferentes fases tensoativas (ou fase estabilizante), velocidade de agitacgéo,
temperaturas de obtencdo das emulsdes, métodos de obtencdo de sintese (simples ou dupla

emulsdo) e estdo resumidos na tabela 1:

Tabela 1 - VariacOes testadas para o desenvolvimento das sinteses.

Tipos de variacdo Variavel aplicada

Emulsao Simples e dupla (seguida da evaporacdo do solvente
organico)

Polimeros PCL (de baixa massa molecular), PLGA (50:50)

Solventes orgéanicos Acetona, diclorometano, etanol

Fase aquosa Agua ultrapura, tamp&o fosfato salino (PBS)

Tensoativos Alcool polivilinico (PVA), Kolliphor (polietileno

glicol 400), Dextran, polissorbatos (Tween 80 e Span
80), lauril saulfato de sodio (SDS) (podendo haver
associacédo destes)

Velocidades de agitacéo da fase Gotejamento (fase interna);
Alta-Homogeneizagdo (Ultra Turrax®): 2500, 3000,
10.000 rpm (fase interna ou externa);
Homogeneizagdo (agitador magnético): 750, 1500
rmp (fase interna ou externa)

Temperatura de obtencédo de sintese 0-4°C (banho de gelo) ou 25°C (temperatura
ambiente)
Fase do ativo Interna ou externa

Fonte: Elaborada pela autora.
Todas as nanoemulsdes foram obtidas, inicialmente, com volume final (depois de

rotaevaporado o solvente organico) de (30,0+0,1) mL e padronizadas para serem obtidas em
béquer de 50 mL (forma baixa, para agitacbes magnéticas) ou 100 mL (forma alta, para
agitacdes no Turrax®). A massa do ativo 5-ALA foi padronizada para 6 mg para todos os testes.
Deste modo, as sinteses de PLGA, ap0s os ajustes, foram produzidas de acordo com as rotas de
obtencdo, resumidas na figura 5. As sinteses produzidas sdo descritas na Etapa 2 do

desenvolvimento.
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Simples Emulsio PLGA + Solvente
Fase aquosa contendo

organico (miscivel em .
. tensoativo + ativo
agua)

Homogeneizagio

(4°C)

Nanoemulsificagdo ’ﬁ
PLGA anoparticulas

Extragao do

. PLGA
solvente orginico

Fase mterna Fase externa

Dupla Emulsao PLGA + Solvente
Fase aquosa contendo Fase aquosa contendo

orginico (miscivel em

A tensoativo + ativo tensoativo
agua)
Alta Homogeneizagdo Homogeneizagio
(4°C) (4°C)
Pré-emulsificagdo Nanoemulsificagdo

Figura 5 - Representagdo dos protocolos seguidos para o desenvolvimento dos sistemas de nanoparticulas com
ativo, para diferentes rotas de dupla e simples emulséo.

Fonte: Adaptado de KUMARI et al. (42).
Definigdo do solvente da fase organica

Este estudo, busca aprimorar técnicas para o uso de biopolimeros e solventes menos
toxicos, para que se obtenha sinteses com 0 méximo de desempenho, distribuicdo mais estreita
de tamanho das particulas e menos toxicidade. (62) Esta fase do estudo foi delineada com base
na referéncia de Pazzini, C.E (63).

A escolha do solvente organico para solubilizacdo do polimero poli (D, L-acido latico-
co-glicolico) (PLGA) (50:50) para o uso em sistemas de nanoparticulas foi realizado em varios
artigos da literatura especifica, com busca especifica de sistemas de liberacdo controlada do 5-
ALA (59,60), visando a diferenca de polaridade com a fase aquosa (64) para uma que ocorra a
difusdo do solvente organico mais rapidamente (65), e foi embasado na classificacdo dos
solventes residuais por classe de risco, documento numero 467 da Farmacopeia Americana (do
inglés, United States Pharmacopeia, USP) (66), utilizado mundialmente, incluindo a
Organizagdo Mundial de Satde (OMS).

Segunda a Farmacopeia Americana, os solventes podem ser classificados em trés
grandes classes em relacdo a sua toxicidade, dependentes da concentracdo por dia, em relagdo
a cada solvente:

e Classe 1: Solventes residuais a serem evitados. Oferecem perigos ambientais e sao
carcinogénicos humanos conhecidos ou altamente suspeitos.
e Classe 2: Solventes residuais a serem limitados. Sdo carcindégenos animais néo

genotoxicos ou possiveis agentes causadores de outra toxicidade irreversivel
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(exemplo, neurotoxicidade) e s@o solventes suspeitos de outras toxicidades
significativas, mas reversiveis.

e Classe 3: Solventes com baixo potencial toxico para o ser humano de menor risco

para a salde humana do que o0s solventes residuais das Classes 1 e 2.
Assim, observou-se as caracteristicas fisicas do polimero antes do teste de solubilidade
(tais como, forma, maleabilidade, odor e cor), colocando-se em béqueres, previamente
identificados, o volume a ser usado de cada solvente de interesse, juntamente com a massa do
PLGA necessaria para se manter a concentracdo do polimero nas sinteses, como indicado na
tabela 2. Nesta etapa, vedou-se 0s béqueres com papel aluminio para evitar evaporagdo ou
queda de impurezas do ambiente nas solugfes, onde os mesmos foram deixados em repouso,
por 30 minutos, a temperatura de 22°C. Decorrido o tempo indicado, analisamos se o pellet: foi
dissolvido totalmente (ndo havia vestigios visuais do pellet na solugéo), dissolvido parcialmente
(havia vestigios visuais do pellet na solucdo) ou ndo dissolvido (permaneceu inerte na solugéo).
Os solventes foram classificados, segundo a sua polaridade em relagdo a &gua e a classificacéo

de solventes residuais, segundo a U.S. Pharmacopeia (USP).

Tabela 2 - Descricdo das massas de PLGA (50:50), utilizadas na determinagdo da solubilidade do polimero nos
solventes de escolha.

Solvente volume: (2,0£0,1) mL Massa PLGA (50:50) (+0,0003) g
acetona 0,0094
diclorometano 0,0081
etanol 0,0081

Fonte: Elaborada pela autora.
Avaliacao de estabilidade fisico-quimica para os sistemas

Ap0s a sintese, as amostras foram mantidas em 4° ou 25°C, e avaliadas quanto ao
potencial de sistemas fisico-quimicamente estaveis. Para a avaliacdo da estabilidade, o raio
hidrodindmico, indice de polidispersao (PDI), potencial Zeta ({) e pH eram rotaevaporadas e
posteriormente mantidas em repouso, em frascos semiabertos ao abrigo da luz, para que néo
houvesse a influéncia de solvente residual nas medidas e nem o efeito Browniano das particulas.
Por um critério de Gerencia de Qualidade, as medidas subsequentes (por exemplo, 2, 7 ou 30
dias) eram avaliadas de acordo com alguns critérios, por exemplo, se houvesse a separagdo
visual de fases, presenca de corpos de fundo e mudanca de coloragdo, as amostras eram
imediatamente descartadas. Na auséncia de mudancas organolépticas, a estabilidade dos
nanosistemas, a avaliacdo das medidas fisico-quimicas era realizada. Nesta etapa, mudangas de
até 20% em relacdo as medidas iniciais eram consideradas, acima dessa mudanca percentual

eram descartadas. A porcentagem foi determinada apos o acompanhamento das medidas dos
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primeiros sistemas ao atingir ao menos 15 dias de reprodutibilidade nas medidas fisico-
quimicas. Aquelas sinteses que passassem dos critérios iniciais, foram preparadas para
avaliacdo na Etapa 2. Assim, as amostras foram acompanhadas quanto a variacdo de pH,
potencial Zeta e tamanho, com 1, 7, 15 e 20 dias (ou até que notado a desestabilizacdo do
sistema, de no maximo 40 dias), amostras com ao menos 15 dias de estabilidade foram

realizadas em triplicatas antes de serem escalonadas para a Etapa 2.

Determinacéo do pH ao longo do tempo

Esta medida avalia principalmente a estabilidade dos componentes, a eficacia e
seguranca da formulacdo utilizada, além de ser uma medida direta para ser associado as medidas
de potencial Zeta. (67,68) As amostras foram acompanhadas, medindo-se o pH, através de um
phmetro potenciométrico digital de bancada (GEHAKA), com prévia calibracdo (pH 3,7 e 9),

a temperatura de 4° ou 25°C, nos dias citados.

Determinacao do diametro hidrodinamico e indice de polidispersao por DLS

O espalhamento de luz dindmico (do inglés, Dynamic Light Scattering (DLS)) é
também conhecida como Espectroscopia de Correlacdo de Fotons (PCS). Basicamente, a
técnica mede o movimento browniano e relaciona este fato ao tamanho hidrodindmico das
particulas. A analise cumulativa fornece dois valores, um valor médio para o tamanho e um
parametro de largura conhecido como Polidispersidade ou o Indice de Polidispersdo (PDI). O
equipamento incide um laser nas particulas de modo que se analisa as flutuac@es de intensidade
na luz dispersa (68).

As analises de tamanho e polidispersao foram realizadas utilizando-se o equipamento
Zetasizer Nano ZS90. As amostras de nanoparticulas sem e com ativo foram diluidas em agua
deionizada na proporcdo de (1:10), (1:100) e (1:1000) (volume de solucdo de
nanoparticulas/volume de agua), sendo as leituras padronizadas para a segunda proporcao
citada, em agua deionizada, homogeneizadas e analisadas em sequéncia. Para as medidas de
distribuicdo de tamanho e indice de polidisperséo (do inglés, polydispersity index -PDI), foi
utilizada uma cubeta de acrilico, sem a presenca de bolhas, devidamente tampada, utilizando-
se a capa térmica disponivel no equipamento, realizadas com angulo de espalhamento de 173°,
a temperatura de 25°C. O indice de refracdo do PLGA utilizado foi de 1,460 e absorcéao 0,00.
(69) Os erros das medidas foram determinados pelo desvio padrdo das andlises em

quintuplicata.
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Determinacéo da carga superficial das particulas por mobilidade eletroforética

Em geral, particulas em solucdo sdo formadas por uma dupla camada elétrica. As
particulas s&o circundadas por contra-ions (ions de carga oposta a da particula) que aumentam
a concentracao proximo a superficie quando em contato ions na regido interfacial circundante.
Esta dupla camada é formada por duas partes: uma regido interna, chamada de camada Stern,
onde os ions estdo fortemente ligados e uma regido externa difusa, onde estdo menos
firmemente ligados. Quando h4 a diferenca potencial elétrico (d.d.p.) nestas duas camadas, ions
da camada Stern se movem juntos, enquanto os ions da camada difusa, alguns se movem juntos
e outros ndo. O potencial elétrico neste plano de separagédo ou deslizamento formado entre os
ions que se movem ou ndo juntos é chamado de potencial Zeta. O potencial Zeta é uma medida
de mobilidade eletroforética de particulas em solugdo. A magnitude da medida do potencial
Zeta é um indicativo de estabilidade de emulses. (68)

A carga dos sistemas foi determinada utilizando-se o equipamento Zetasizer Nano
ZS90, com leitura em uma célula capilar DTS 1070 de acrilico com dois eletrodos e com as
extremidades fechadas no momento da andlise, sem a presenca de bolhas e realizada a
temperatura de 25°C. As amostras de nanoparticulas sem e com ativo foram diluidas em agua
deionizada na proporcdo de (1:10), (1:100) e (1:1000) (volume de solucdo de
nanoparticulas/volume de &gua) sendo as leituras padronizadas para a segunda proporcdo
citada, em agua deionizada, homogeneizadas e analisadas em sequéncia. Os erros das medidas

foram determinados pelo desvio padrdo das analises em quintuplicata.

3.3 Resultados e Discussdo

3.3.1 Definigéo do solvente da fase organica

A escolha do sistema ternario solvente organico/polimero/ndo-solvente (ou solvente
que ndo solubiliza o polimero, neste trabalho, a 4gua) deve ser eficaz quimicamente para que
haja um bom desenvolvimento na obtencdo de nanoparticulas poliméricas. (70)

A caracterizagdo organoléptica do PLGA (50:50) foi realizada, para que fosse
observado a diferenca do material quando colocado em solu¢do com cada solvente em estudo.
Deste modo, o PLGA foi caracterizado como pellets retangulares ndo uniformes, de coloracéo
ambar, com leve transparéncia (quando visto atraves da luz), de rigidez ndo-maleével e sem

odor.
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Nas condicBes de interesse do estudo, o alcool etilico ndo solubilizou o polimero,
estando este depositado no fundo do béquer sem nenhum tipo de alteracdo visual nos pellets.
Por outro lado, 0 PLGA apresentou total solubilidade em acetona e diclorometano, estando as
solucdes translucidas, a temperatura ambiente e sem agitacdo, como reportado da literatura.
(59,60) A tabela 3 indica as caracteristicas fisico-quimicas (densidade, viscosidade e
polaridade) dos solventes organicos e a resposta da solubilidade polimérica nestes solventes,
classificando-os em relacdo a U.S. Pharmacopeia 467, onde a principal diferenca entre os
solventes se da quanto a sua polaridade.

Tabela 3 - Classificacdo dos solventes organicos em relacdo a densidade (71), viscosidade (71), polaridade (64)
classificacdo de solventes residuais (toxicidade) (66) e solubilidade do PLGA (50:50) em relagéo aos

solventes.

Solvente Densidade Viscosidade Polaridade Classificacao Solubilidade
relativa (cP, 20°C) relatival de solventes PLGA (50:50)
(g.cm®) residuais

Agua 1,0000 1,00 1,000 - N4o solavel

Etanol 0,7890 1,17 0,654 Classe 2 N&o Solavel

Acetona 0,7910 0,32 0,355 Classe 3 Totalmente

Diclorometano 1,3250 0,45 0,309 Classe 1 Totalmente

Fonte: Elaborada pela autora.

Tanto a acetona quanto o diclorometano podem ser um bom solvente para 0 PLGA
(50:50) no entanto, neste trabalho optou-se pelo uso da acetona por este ser um solvente residual
de classe 3, segundo a USP. A interacdo solvente-polimero é um parametro que foi introduzido
por Flory-Huggins (72) para se explicar o efeito do solvente organico no tamanho das
nanoparticulas formadas. A acetona é um solvente organico polar, miscivel com a agua, que
forma a outra fase do sistema. Solventes polares sdo indicados para a formacdo de
nanoparticulas com uma faixa de didmetros menores, pois, sao capazes de promover a difusdo
para a fase aquosa mais rapidamente do que quando comparados a solventes com menor
polaridade, como o diclorometano. A difusdo lenta do solvente na fase aquosa retarda a
precipitacdo do polimero, levando a formacdo de particulas maiores. Além destes fatores
citados, o rendimento na producéo de nanoparticulas pode ser atrelado ao fato que aumentando
a polaridade do solvente polimérico e diminuindo a concentracdo do polimero nesta fase, pode-
se aumentar o rendimento das nanoparticulas e também diminuir a area superficial das mesmas
Em outros trabalhos da literatura (72), por exemplo, o uso da acetona como solvente do PLGA
(50:50), seguido da sua evaporacdo, resultou em particulas (sem ativos? encapsulados) de

! Os valores de polaridade relativa sdo normalizados a partir das medices dos espectros de absorcéo de cada
solvente (64).
2 Neste texto, ativo é sindnimo do pré-farmaco 5-ALA.
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tamanhos medios de (312+23) nm, dentro da faixa esperada no nosso delineamento
experimental. (70,73)

Embora seja classe 3 de risco, a maior desvantagem no uso da acetona é que ela deve
ser evaporada devido a sua toxicidade, mas apresenta um baixo ponto de ebulicdo (56°C) o que
facilita a sua extracdo da sintese. A extracdo foi padronizada para todos os testes e sinteses,
atraves do uso de um rotaevaporador, padronizando-se tempo, aquecimento do banho, rotacédo
e pressdo. Em tempo, a escolha da matriz polimérica ¢ justificada na se¢do de “2 REVISAO
BIBLIOGRAFICA”. (70,73)

3.3.2 Avaliacdo da estabilidade fisico-quimica para 0s sistemas

Sabe-se que a hidrofilidade de muitos medicamentos como o 5-ALA, é uma
caracteristica positiva da molécula por incluir uma maior absorcdo e biodisponibilidade, e ja foi
demonstrado em consideraveis pesquisas, que sistemas de liberacdo controlada aumentam a
eficicia terapéutica, por ter potencial para um direcionamento preciso, junto a liberacao
sustentada. No entanto, farmacos que sdo altamente polares e, portanto, apresentam total
solubilidade em agua, podem levar a uma fraca interagcdo de cargas com polimeros e assim,
tornar o desenvolvimento de sistemas de micro ou nanoparticulas um grande desafio. O
segundo desafio é obter nanoparticulas entre 200 nm e 600 nm de diametro para se obter a
permeacdo transdérmica destas nanoparticulas (44,74). Neste contexto, é valido destacar que a
variacdo de varios parametros (ndo concomitantes, e seguindo uma rota de obtencdo, figura 5),
como os apresentados neste texto, acaba sendo um trabalho a parte no desenvolvimento e

inovacao de sistemas estaveis.

O desenvolvimento deste trabalho se embasou, inicialmente, em sistemas formados pelo
método da dupla emulsdo, seguida da evaporacdo do solvente organico, e depois pelo método
da simples emulsdo. Embora os métodos de simples e dupla emulséo seguida da evaporacédo do
solvente sejam comuns para encapsular ativos hidrofobicos, estes métodos podem favorecer a
interacdo do ativo com a matriz polimérica, também influenciado pela escolha do tensoativo,
propondo-se entdo bons sistemas para a encapsulacéo de ativos hidrofilicos (75). Além, disso
estes métodos sé@o mais simples de obtencéo o que pode facilitar no método de escalonamento
industrial futuramente, embora isto ainda deva ser investigado. No APENDICE encontra-se
alguns dados relevantes para tamanho das nanoparticulas, reportadas da literatura para as

sinteses utilizadas para as rotas sintéticas deste estudo.
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Em geral, as sinteses com ativo eram mais opacas que as sinteses sem ativo,
apresentando-se macroscopicamente em uma Unica fase, no entanto a maioria das sinteses
apresentava residual polimérico (notado tanto na haste do Turrax®, quanto nos imas para
agitagdo magnética), figura 6. A formag&o do residual polimérico era observado quando a fase
tensoativa era vertida na solucéo de polimero e acetona. Em virtude disso, a ordem de se verter
as fases também foi testada, mas ainda assim havia aparente sobra polimérica, que era extraida

depois do processo de rotaevaporacéo.

Figura 6 - Residual polimérico (A) haste do Turrax® e (B) imad magnético.
Fonte: Elaborada pela autora.

Ao longo do tempo, alguns sistemas apresentavam corpo de fundo densos e brancos,
indicando a desestabilizagdo da emulsdo. Os sistemas com a fase tensoativa formada apenas
pelo polietilenoglicol (PEG400), eram transparentes e foi observado uma possivel sobra
polimérica, indicando baixo rendimento de particulas, no término da agitacdo dos sistemas. A
tabela 4 indica os testes realizados, sem as replicatas, para as sinteses com ativo (para cada teste

que formava emulses estaveis, também, foi realizado a sintese sem ativo).
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Tabela 4 - Testes realizados para obtencéo das sinteses.

Ne Tipode Tensoativo Agitacéo (fase Temp. Temp. Tempo

teste emulsdo (fase interna/ interna/fase Sintese analise estabilidade
fase externa) externa) (°C) (°C) (dias)

1 Dupla PVA (f.e.) 750/750 4 25 n.f.3

2 Dupla PVA (f.e.) 0,4 mL.min"Y/ 3000 25 25 5

3 Dupla PVA (f.e.) 0,4 mL.min"/ 3000 25 25 3

4 Dupla PVA (f.e.) 750/2800 25 25 n.f.

5 Simples  Dextran 1500 25 25 n.f.

6 Dupla PVA (fe.) 750/2800 4 4/25 14

7 Dupla PVA (fe.) 1500/2800 4 4/25 2

8 Dupla PVA (f.e.) 750/3000 4 4/25 23

9 Dupla Tween80/Span 20 1500/2800 25 25 n.f.

10 Dupla PVA (fe.) 3000/600 4 25 n.f.

11 Simples  SDS 1500 4 4/25 20

12 Dupla SDS 1500 4 4/25 21

13 Dupla P188 1500 4 25 n.f.

14 Simples  P188 750/6000 4 25 n.f.

15 Dupla PVA (f.e) 1500/10000 4 4/25 n.f.

16 Simples  PEG400 1500 4 4/25 25

17 Simples  PEG400 e PVA 1500 4 25 25

18 Dupla PEG400(f.i.) e PVA (f.e.) 1500/3000 4 4/25 n.f.

19 Dupla PEG40 (f.e.) e PVA (f.i.) 1500/3000 4 4/25 23

20 Simples  PVA 1500 4 4/25 22

Fonte: Elaborada pela autora.

A primeira matriz polimérica escolhida foi o poliéster biodegradavel policaprolactona
(PCL) (teste 1), com solubilizagcdo em acetona e fase tensoativa PVA. Nas condi¢Oes de estudo,
ndo foi formado emulsdo observando-se uma solugdo transllcida e com sobras corpos brancos
dispersos na solucdo, indicando, uma possivel interacdo entre o ativo e 0s polimeros. Assim, 0s
testes subsequentes foram realizados com o PLGA (50:50) de acordo com os critérios discutidos
anteriormente. Apo6s a escolha do PLGA, realizou-se os testes para a determinacdo escolha do
solvente orgénico descrito em “0 3.3.1 Defini¢do do solvente da fase organica” e os testes
embasados na literatura foram realizados apenas com a acetona como solvente organico.

Para os sistemas do tipo salting-out (testes 2 e 3), a fase que continha o tensoativo
PVA era formada com tampéo fosfato-salino (PBS), e a solubilizagdo polimérica formada por
uma mistura de acetona e etanol (60), ndo formando emulsdo. Neste método, o agente
considerado como salting-out, o tampéo PBS (formado por cloreto de sodio (NaCl), fosfato de
sodio (NaxHPO.), fosfato de + H20); (85/11/4)

(massa/massa/massa)), afeta a incorporacdo do 5-ALA, favorecendo a precipitacdo das

sodio monobasico (Na;HPO4

particulas recém formadas (48). Além disso, o gotejamento da fase aquosa, contendo o

3 n.f.= ndo formou
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tensoativo (PVA), apresentou-se como um método demorado e de dificil controle ja em escala
laboratorial, produzindo sistemas com a desestabilizacdo rapida (cerca de 1 a 3 dias), observada
pela separagdo de fases ao longo de do tempo, o que pode ser justificado, também, por uma
homogeneizagao ndo eficaz das fases. A partir destes testes, fez-se 0 ajuste para a obtencao dos
outros sistemas de nanoparticulas, optando-se por trabalhar com agua para a incorporacdo do
ativo e do tensoativo, e fazendo os ajustes de velocidade nas agitacfes magnéticas e mecanicas.

H& uma série comum de tensoativos usados para estabilizar sistemas poliméricos,
como polimeros tensoativos ndo-iénicos (PVA, polietileno glicol 400) e anfifilico (dextran);
polissorbatos ndo-idnicos (Tween 80, Span 20, Kolliphor 188) e detergente anionico (dodecil
sulfato de sédio, SDS). A presenca de tensoativos nao influenciam na formacdo dos
nanosistemas, mas no tamanho das nanoparticulas, de acordo com sua concentracdo e natureza
quimica, além de preservar a estabilidade das emulsdes, evitando por exemplo, a separacao de
fases (76,77).

Em comparacdo com os tensoativos ndo-ionicos, as micelas de SDS sdo relativamente
dificeis de formar por causa da repulsdo eletrostatica entre 0s grupos i6nicos. Enquanto a
concentracdo micelar critica (CMC) para tensoativos idnicos é da ordem de 1 mM, a CMC
tipica para a maioria dos tensoativos nao-iénicos € da ordem de 0,01 mM. Isto implica que um
tensoativo i6nico abaixo da CMC, sofreria repulsdo eletrostatica, levando a formacdo de
particulas com tamanhos maiores. Além deste fator, aumentar a concentracao destes tensoativos
pode levar ao aumento da viscosidade da fase aquosa e deste modo, ndo favorecer a difusdo do
solvente organico, o aumento do CMC com uso de diferentes tensoativos, por exemplo, de 0,25
mM (PVA) para 8 mM (SDS) podem, também, favorecer o aumento do didmetro das particulas
(72). E por fim, apesar do SDS ter estabilizado a emulsdo, este é um dos tensoativos
considerados mais irritantes quanto ao uso em produtos para a pele (78) e assim, a escolha final
dos tensoativos, foram o PVA e PEG400, levando-se em consideracdo o tempo e estabilidade
dos sistemas, tamanho, carga e pH.

Ainda na tabela 4, observa-se que para a sintese realizada a temperatura ambiente
(teste 4) com o tensoativo PVA, ndo houve a formacéo de emulsdo. A mistura separava fase,
com presenca de corpo de fundo sélido e branco, e uma outra totalmente transltcida. Em outros
casos (testes 2 e 3), mesmo com a formacgéo da emulsdo, a estabilidade do sistema foi inferior
a sete dias. A separacdo de fase foi associada a temperatura de manufatura dos sistemas, que
pode favorecer a separacao do tensoativo da fase aquosa. (72)

Para resolver este problema, através da reviséo bibliografica, foi reportado que o PVA,

é amplamente utilizado para a formac&o de biofilmes, hidrogéis e nanocompositos. E relatado
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que as caracteristicas para a formacao destes dispositivos e compositos sdo influenciadas
diretamente por sua massa molecular, concentracdo, pH e temperatura. Uma das estratégias de
sinteses de biofilmes, por exemplo, é realizar a mesma, a baixas temperaturas (por exemplo, -
20°C) o que leva a gelificacdo mais eficaz do material, melhorando a carga superficial, e por
consequéncia a qualidade do mesmo. (79) Deste modo, foram realizados os testes para se
trabalhar a baixas temperaturas (0°C), no momento das sinteses das nanoparticulas, como
estratégia para a ionizacdo dos sistemas). A mudanca de temperatura de obtenc&o de sintese foi
um dos parametros mais significativos para o trabalho.

No APENDICE é apresentado os graficos para analises de diametro, PDI, potencial
Zeta e pH dos testes 8, 16, 17, 19 e 20 apresentados. A tabela 5 apresenta os principais
resultados, para os sistemas estaveis, em volume final de 30 mL, destacando a influéncia da
agitacdo das fases para as duplas emulsGes (com o tensoativo PVA na fase aquosa externa), a
influéncia dos tensoativos (PVA, PEG400, PVA-PEG400) e do ativo nas nanoemulsdes

testadas.

Tabela 5 - Principais resultados para os testes iniciais de estabilidade, mostrando a influéncia de pardmetros de
agitacdo, tipo de emulsdo, tensoativo e a presenga ou ndo do ativo. Todos os dados foram analisados a
23°C e sdo indicados os valores para as (a) sinteses sem ativo e (b) com ativo.

Agitacdo (rpm)/tensoativo Didmetro P.D.l. (u.a.) Potencial pH (u.a.)
hidrodindmico (nm) Zeta (mV)  (0,01)

750/PVA

(a) sem ativo 290,4+1,2 0,212+0,014 -5,49+0,62 4,91

(b) com ativo 250,0+8,4 0,212+0,114 -10,6+0,28  4.07

1500/PVA

(a) sem ativo 158,8+1,2 0,174+0,012 -9,94+4.37 5,46

(b) com ativo 502,54+9,9 0,177+0,016 -13,51+3,51 4,27

3000/PVA

(a) sem ativo 227,415 0,080+0,020 -5,93+0,01 5,05

(b) com ativo 372,534 0,614+0,120 -5,78+2,27 4,02

1500/PEG

(a) sem ativo 90,3+24,7 0,058+0,031 -39,1+11,0 3,60

(b) com ativo 256,3+79,7 0,096+0,023 -36,1+5,35 3,52

1500/PEG-PVA

(a) sem ativo 148,8+1,5 0,107+0,012 -6,65+1,41 4,9

(b) com ativo 413,9+34 0,203+0,024 -2,77+0,24 3,7

Fonte: Elaborada pela autora.

Na tabela 5, observa-se que as nanoparticulas sem ativo apresentaram diametro médio
maior para as velocidades de 750, 3000 e 1500 rpm, enquanto que para as nanoparticulas com
ativo o maior didametro foi para 1500, 3000 e 750 rpm, respectivamente. As condi¢des de adicdo
da fase orgénica a aquosa, ou vice-versa, a taxa de agitacdo da fase aquosa e da fase organica,

séo parametros que influenciam na formacéo de solugdes de nanoparticulas poliméricas (59,77).
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Os resultados demonstraram que as particulas formadas pelo tensoativo PVA, tiveram
tamanhos entre 158 nm e 227 nm para as nanoparticulas sem ativo e de 250 nm a 502 nm, para
as nanoparticulas com ativo. Assim, observa-se que, as velocidades de agitagdo entre 700 e
1500 nm influenciam na tens&o de cisalhamento e a emulsificagdo em 3000 rpm n&o ajuda a
reduzir o tamanho das particulas, isto pode se dar, pelo fato da baixa concentracdo do ativo, o
que é chamado de efeito Ouzo. (72) Nesta etapa, obteve-se melhores resultados com a agitacédo
com vortex (em agitacdo magnética) para as simples emulsdes e agitagdo mecanica (Turrax®)
para os sistemas produzido com dupla emulsdo, do que quando comparados a técnica de
gotejamento da fase tensoativa.

E importante destacar que os resultados para avaliacio de tamanho por DLS, esta
avaliada em volume, com taxa maior que 60% dos valores de tamanho. As variacGes de
tamanho foram de 68% para a agitacdo de 1500 rpm e 39% para 3000 rpm, em relacdo aos
sistemas com adicdo do ativo indicando que 5-ALA favorece 0 aumento do raio hidrodinamico
das nanoparticulas.

O PDI é um parametro indicativo que 0s nanosistemas podem apresentar menos
susceptibilidade a desestabilizagdo ao longo do tempo e neste trabalho todos os sistemas
estejam em faixa monomodal e estreita de tamanhos. Assim, nesta primeira etapa, a agitacéo se
mostrou determinante no processo de sintese, indicando que a homogeneizacdo deve ser o
suficiente para que ocorra uma distribui¢do de tamanho mais heterogénea e o que implica em
maior tempo de estabilidade nos sistemas.

Segundo a teoria de carga superficial de nanoparticulas, é recomendado que o
potencial Zeta seja maior, em mddulo, que -30 mv para garantir a estabilidade dos sistemas
(80). No entanto, na avaliacdo dos resultados os sistemas estabilizados com PVA e PVA-PEG
apresentavam potencial Zeta menor que o indicado na literatura, mas permaneceram estaveis
ao longo tempo, mostrando que os tensoativos escolhidos eram eficazes.

Ha uma diferenca nitida nos potenciais Zeta quando comparados em relacdo ao PVA,
PEG400 e na associacao fisica PVA-PEG400. Isto acontece, porque o PEG possui como parte
polar a funcéo alcool (-OH) e como parte apolar um acido graxo. Na literatura mostra-se que o
PVA com grau de hidrélise de 86% (no nosso trabalho a faixa esta nesta faixa entre 50,5 e
89%), representa que 14% dos grupos acetato (-OCOCH3) nédo se hidrolisam em hidroxila (-
OH) durante a solubilizagdo. Os grupos acetatos (que resultam da hidrdlise incompleta), se
ionizam com o aumento do pH da solucgéo, e assim o PVA fica com cargas negativas (mesmo
sendo classificado como nédo-idnico) que pode interagir eletrostaticamente com cargas opostas

dos grupos na superficie sélida das particulas formadas, influenciando no mecanismo de
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adsorcéo e, por fim, levando a formacao de uma estrutura de duplas camadas elétricas em torno
das particulas, ocasionando-se a estabilizacao os sistemas. (81)

Por fim, observa-se que as fun¢des quimicas presentes na molécula do 5-ALA como 0
acido carboxilico (com carga negativa), cetona e amina e pode influenciar diretamente na carga.
Além disso com a dicdo do pro-farmaco, o pH das solugdes fica mais acido e o potencial Zeta
aumenta. O aumento do pH leva, também, a ionizacdo das moléculas de PVA. A mesma
associacao quanto aos agrupamentos quimicos presentes nas moléculas dos tensoativos, ativo
e matriz polimérica podem explicar as diferencas de pH entre os nanosistemas sem e com ativo.
Ao longo do tempo, para os estudos de estabilidades, alteracdes do pH, carga e tamanho podem
indicar a coalescéncia, cremagem, sedimentacéo ou floculacao indicando a desestabilizacéo dos
sistemas. (65)

Assim, de acordo com os ajustes fisicos e as analises iniciais fisico-quimicas, foi
possivel determinar cinco sistemas potenciais, a partir dos quais, foram escalonados (etapa 2),
para se desenvolver sistemas potenciais para a liberacdo do 5-ALA por via transdérmica, sendo
um sistema embasado na literatura (dupla emulsdo, estabilizado com PVA), um sistema com
PEG na fase aquosa (para comparagdo com os demais sistemas) e dois sistemas com caréater de
inovacao (associacao fisica do PEG ao PVA, para estabilizacdo dos sistemas, simples e dupla

emulsdo) para a encapsulacdo do ativo hidrofilico 5-ALA.

3.4 Conclusdes parciais

A matriz polimérica PLGA e o solvente organico foram escolhidos de acordo com
testes iniciais de solubilidade em solventes orgéanicos polares (como a acetona), além da
classificacdo e aprovacdo por 6rgaos regulamentadores como a ANVISA (no Brasil) e FDA e
Farmacopéia Americana USP (como padr@es internacionais).

Nanoparticulas poliméricas obtidas pelos métodos de simples ou dupla emulsdo
seguida da evaporagdo do solvente organico, sdo metodos reportados na literatura como
promissores para encapsular ativos hidrofilicos como o 5-ALA, além de serem métodos de
escalonamento industrial relativamente mais simples que outros metodos propostos. Para 0s
métodos de simples emulsdo optou-se pelo uso de agitacdo magnética e para os sistemas de
dupla emulsdo, a agitacdo mecénica tornou-se mais eficaz para se obter sistemas estaveis ao
longo do tempo. As nanoparticulas com ativo foram obtidas em uma faixa de tamanho entre

200 e 500 nm, dependentes dos métodos de obtencéo de sintese.
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Devido a complexidade de obter sistemas estaveis para ativos hidrofilicos,
acompanhamentos e ajustes fisicos e quimicos sdo necessarios para se obter sistemas eficazes.
Andlises do raio hidrodindmico, potencial Zeta e pH permitiram determinar os melhores
sistemas para a etapa 2 deste trabalho. Deste modo, foram escolhidos os tensoativos PVA e
PEG, e associacdo destes, para se obter os sistemas com carater de inovacdo, além de ser
possivel correlacionar quimicamente suas contribuicdes para a estabilizacdo dos sistemas. Uma
das partes mais importantes deste trabalho foi conseguir a ionizacdo do PVA para a contribuicédo
na estabilizacdo eletrostatica, bem como as rotas de obtencéao de sintese, além da determinacdo

eficaz dos modos fisicos para obten¢édo dos sistemas.
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4 ETAPA 2 - SI'NT'ESES E CARACTERIZAQ()ES PARA OS SISTEMAS
DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS

4.1 Materiais e Métodos
4.1.1 Materiais

Todas as solugdes aquosas foram preparadas com A&gua ultrapura deionizada
(resistividade 18,2 M.Q.cm, Gehaka, Master WFI). Os reagentes para os estudos de
desenvolvimento foram adquiridos como grau analitico. Foram utilizados os seguintes
reagentes: acetona, diiodometano, formamida, etileno glicol (LabSynth, Diadema-SP, Brasil);
Alcool polivilinico (PVA) (Vetec Quimica -Sigma-Aldrich, Duque de Caixias-RJ, Brasil));
Cloridrato de &cido aminolevulinico 95% (5-ALA) (TFD Pharma, Cravinhos-SP, Brasil).
Cloridrato de acido aminolevulinico 99%; (5-ALA) poli (D, L-acido latico-co-glicdlico)
(50:50) (codigo:P2191) (Mw=30000-60000 g/mol); (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha) e
Kollisolv® PEG400 (polietileno glicol 400, Mw 380-420 g/mol) (Fluka Analytical -Sigma-
Aldrich, St. Gallen, Suica).

4.1.2 Metodologias

Sinteses de nanoparticulas

As sinteses de nanoparticulas produzidas estdo descritas para os sistemas obtidos com
ativo (5-ALA), mas a mesma metodologia se aplica para os sistemas sem ativo. Todas as
sinteses foram desenvolvidas utilizando-se o pro-farmaco comercial brasileiro da PDT Pharma.
Estes foram padronizados para serem obtidos 190 mL(volume final, depois de roaevaporado o
solvente organico) de nanoemulsdo e concentracdo tedrica final de 5-ALA 0,4478 mg/mL
(29,38% e 53,13% de 5-ALA em relacdo a massa do PLGA, respectivamente para os sistemas
de simples e dupla emulsdo), além do solvente orgénico ser extraido nas mesmas condicfes de
temperatura e pressao. Em nota, o volume total (fases aquosas mais fase organica) das duplas
emulsdes foram de 260 mL e para as simples emulsGes 308 mL. Todas as solu¢bes aquosas
foram preparadas com 4gua ultrapura deionizada (resistividade 18,2 M.Q.cm, Gehaka, Master
WFI).

E importante destacar que o ajuste de célculo para a proporgdo de massa dos sistemas
foram embasados nas patentes n® US6.559.183 (AmeLuz®, Biofrontera Inc., USA) (82), n°
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WO02011156880A1 (Nanocarreadores coloidais para ativos hidrofilicos e processo de
producdo, Cerize et al, Brasil) (83). As sinteses sdo descritas a seguir:

Sintese A: (1) A fase organica foi preparada com a massa de (0,16000+0,00001)g de
PLGA(50:50) e sendo o polimero solubilizado em acetona (concentragdo 2,318 mg/mL), em
temperatura ambiente (25°C), por 15 minutos, sob agitacdo magnética de 750 rpm (IKA C-
MAG +HS7). (2) A fase interna foi preparada com 82 mL de agua deionizada e 5-ALA
(concentracdo de 1,0366 mg/mL, representando 53,13% da massa em relacdo a massa do
PLGA), também, por 15 minutos, sob agitacdo magnética de 750 rpm, medindo-se o pH e
potencial Zeta ao final da agitacdo. (3) A fase interna foi vertida na fase organica (pré-
emulsificacdo), em banho de gelo e sob agitacdo de 3200 rpm (Ultra Turrax® T-25 digital) por
20 minutos. (4) A fase externa foi preparada com um volume de 109 mL de &gua deionizada,
com 1% (m/v) de PVA, sob agitacdo magnética, a 45°C, por 50 minutos. Posteriormente, a
solucdo de PVA foi resfriada em banho de gelo (4°C) sob agitacdo magnética de 750 rpm,
medindo-se o0 pH e potencial Zeta. (5) Depois da emulsdo formada em (3), esta foi vertida na
fase aquosa externa com agitacdo magnética de 1500 rpm por 30 minutos, na mesma
temperatura (nanoemulsificagdo). A concentragdo final de 5-ALA nas solucbes foi de
(0,4474+0,0002) mg. mL™. A contrac&o de ativo em relagéo ao volume final de nanoparticulas
foi padronizada para todas as sinteses. A sintese sem ativo (ALA) foi feita sob as mesmas
condicOes. A evaporacgdo do solvente ocorreu través do uso de um rotaevaporador (Heidolph,
Hei-VAP Advantage), rotacdo de 120 rpm, temperatura do banho de 35°C, taxa de temperatura
de evaporacdo 4°C e pressdo de 40 mbar, padronizado para todas as sinteses produzidas.

Sintese B: (1) A fase organica foi formada pela massa de (0,28500+0,00001) g PLGA
(50:50) solubilizada na acetona (concentragdo 2,4 mg/mL), em temperatura ambiente (25°C),
por 15 minutos, sob agitacdo magnética de 750 rpm. (2) A solucédo de Kolliphor (PEG400) 1%
(m/v), foi obtida sob agitacdo de 750rpm, e resfriada em banho de gelo (4°C), na mesma
agitacdo, sendo medido o pH e potencial Zeta ao final. Posteriormente, mantendo-se a
proporgao 29,36% de 5-ALA em relagdo a massa do (PLGA), o 5-ALA foi solubilizado na fase
aquosa junto ao PEG400, sob agitacdo de 750rpm, por 15 minutos. (3) A fase aquosa foi vertida
na fase orgénica em agitacdo de 1500rpm (agitacdo magnética), por 30 minutos, em banho de
gelo (0-4°C). (4) O solvente foi extraido ap6s a Gltima etapa.

Sintese C: (1) A fase organica foi formada pelo PLGA (50:50), solubilizado na
acetona, em temperatura ambiente sob agitacdo de 750 rpm, por 15 minutos, nas mesmas
condicdes descritas na Sintese B. (2) A fase aquosa foi preparada com 0,5% (m/v) de PVA, sob

agitacdo magnética, a 45°C, por 50 minutos. Posteriormente, a solucdo de PVA foi resfriada
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em banho de gelo (4°C) sob agitacdo magnetica de 750 rpm, sendo adicionada nesta solucao
0,5% (m/v) de PEG400, nas mesmas condicdes de agitacdo e temperatura, por 15 minutos,
medindo-se 0 pH e potencial Zeta ao final. Decorrido o tempo necessario o 5-ALA foi
adicionado na fase aquosa, sob as mesmas condic¢des anteriores, e mantendo-se a proporgao de
29,36% de 5-ALA em relacdo a massa do (PLGA), medindo-se, também, o pH e o potencial
Zeta. (3) A fase aquosa foi vertida na fase organica em agitacdo de 1500 rpm (agitacdo
magnética), por 30 minutos, em banho de gelo (0-4°C). (4) O solvente foi extraido apds a tltima
etapa.

Sintese D: (1) A fase organica foi formada pelo PLGA (50:50), solubilizado na
acetona, em temperatura ambiente sob agitacdo de 750 rpm, por 15 minutos, nas mesmas
condicOes descritas na Sintese B. (2) A fase externa foi preparada com um volume de 190 mL
de &gua deionizada, com 1% (m/v) de PVA, sob agitacdo magnetica, a 45°C, por 50 minutos.
Posteriormente, a solucdo de PV A foi resfriada em banho de gelo (4°C) sob agitacdo magnética
de 750 rpm, sendo o 5-ALA adicionado apds a fase se resfriar, na propor¢édo 29,36% de 5-ALA
em relacdo a massa do (PLGA) sob as mesmas condicdes de agitagdo e temperatura, por 15
minutos. (3) A fase aquosa foi vertida na fase orgénica em agitagdo de 1500 rpm (agitacdo
magnética), por 30 minutos, em banho de gelo (4°C). (4) O solvente foi extraido ap6s a Gltima
etapa.

Sintese E: (1) A fase orgéanica foi formada pelo PLGA (50:50) solubilizado na acetona,
nas mesmas condicOes descritas na Sintese A. (2) A fase interna foi formada com 82 mL e PVA
0,5% (m/v), obtida sob agitacdo de 750 rpm a 55°C, e resfriada em banho de gelo (0-4°C).
Depois, 0 5-ALA foi solubilizado na fase interna, nas mesmas condi¢Ges descritas na Sintese
A, sob agitacdo de 750rpm, por 15 minutos, medindo-se o pH e potencial Zeta ao final. (3) A
fase interna foi vertida na fase organica (pré-emulsificacdo), em banho de gelo e sob agitacao
de 3200 rpm por 20 minutos. (4) A fase aquosa externa foi formada por PEG 0,5% (m/v), sob
agitacdo de 750 rpm a temperatura ambiente, por 15 minutos. (5) Decorrido o tempo necessario,
a pre-emulsdo formada, sendo vertida na fase aquosa externa em banho de gelo e sob agitacéo
magnética de 1500 rpm, por 30 minutos, ocorrendo a nanoemulsificacdo. O solvente foi
extraido apds a ultima etapa.

A representacdo e resumo dos protocolos de obtencdo das sinteses pode ser visualizado

na figura 7.
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‘ (I) Dupla Emulsio - Sistemas A e E (II) Simples Emulsao - Sistemas B, Ce D
Fase interna Fasc orginica - -
A) S-ALA + dgua / \
) PVA + dgua (PLGA + acetona)
Fase aquosa Fase orginica
B) PEG400 (PLGA + acetona)
C)PVA + PEG100
°C) &) 2 D)PVA
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(Twrax®, 3200 rpm, 20 min) /
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3) (4°C)
Nanoemulsificacio
(Agitacdo magnética, 1500 rpm, 30min)

Figura 7 - Representacdo para os protocolos das rotas de obtengdo das nanoparticulas poliméricas por (1) dupla
emulséo e (I1) simples emulsdo das nanoparticulas com ativo.

Fonte: Elaborada pela autora.
Escalonamento laboratorial

Para comparagcdes fisico-quimicas, afim de indicar o melhor sistema promissor para o
encapsulamento do 5-ALA, os sistemas de nanoparticulas poliméricas, com ativo (NP-PLGA-
ALA) e sem ativo (NP-PLGA), foram padronizados quanto volumes de fases interna e externa,
massa do polimero, massa do ativo e porcentagem em (m/v) dos tensoativos e volumes finais
das nanoemuls@es, realizados a priori apenas para um sistema obtido por dupla emulséo
(Sintese A) e um sistema obtido por simples emulsédo (Sintese C).

As sinteses passaram por um processo de escalonamento, ainda em escala laboratorial
de 40 mL para 190 mL, obtidos em béquer de 250 mL (forma alta para as duplas emulses e
forma baixa para as simples emulsdes). O ajuste de volume foi necessario para os estudos de
estabilidade seguintes. Assim, foi verificado se as propor¢des de massas e volumes poderiam
ser mantidas em relagé@o ao volume de 40 mL final, estudas na “03.3.2 Avaliacdo da estabilidade
fisico-quimica para os sistemas”. Portanto, como ndo houve diferencas na ordem de tamanho,
carga ou pH, todos os dados de sintese podem ser transferidos em porcentagem para as sinteses

descritas na etapa 1.

4.1.3 Caracterizagdes

Todos os sistemas descritos anteriormente foram avaliados nos testes a seguir.
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Avaliacdo organoléptica, condutividade elétrica, densidade relativa e viscosidade dindmica

Todas as avaliagGes foram feitas para o primeiro dia de cada sintese. Através da
avaliacdo organoléptica, as mudancas de fase (precipitagdo ou separacdo), odor e cor ao longo
do tempo, foram observadas afim de se determinar quaisquer modificacdes e interacdes ao
longo do tempo.

A condutividade elétrica € uma medida de passagem elétrica em determinado meio.
Esta medida foi determinada através de um condutivimetro de bancada (Sensoglass), com faixa
de medicéo de 0,001ms a 500ms, previamente calibrado, e volume de amostra de 15 mL.

A densidade € a razdo entre a massa de uma substancia e o volume que ela ocupa. A
densidade relativa dos sistemas foi determinada de forma indireta, utilizando-se uma balanga
analitica e uma micropipeta de 1000 pL, onde o volume de 1 mL de cada solucédo foi pesado
em um béquer de 5 mL em triplicata.

A viscosidade foi determinada usando um viscosimetro rotativo microprocessado
(Q860M26, Quimis) que consiste na medigédo do torque requerido para rodar um spindle (fuso)
imerso em um dado fluido. Para as leituras foram utilizadas 15 mL das solucGes, com a leitura

usando o spindle 1, referente a fluidos préximos a viscosidade da agua.

Espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-vis)

De acordo com a estrutura eletronica de determinada molécula esta é capaz de absorver
a energia no comprimento de onda do ultravioleta-visivel (UV-vis) (67). Isto é possivel, quando
h& mudancas do nivel de energia eletrdnico. Esta mudanca ocorre quando um elétron passa para
o0 nivel de um orbital de maior energia (84). A Lei de Lambert-Beer diz que a absorcao é
diretamente proporcional a concentracdo da especie, equacéo (3):

A=M=€.C.l ©)

Onde, A= absorbéncia; I,= intensidade de luz que incide da cubeta; I= intensidade de
luz que sai da cubeta; e= absortividade da espécie; c= concentracdo do soluto e [= comprimento
da cubeta. As propriedades Opticas das nanoparticulas com e sem ativo foram analisadas pela
espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-vis). As medidas de absorbancia foram realizadas
no Grupo de Polimeros “Prof. Bernhard Gross (IFSC/USP) no espectrofotdbmetro UV-vis
Hitachi U-2900, em cubeta de quartzo, com caminho optico de 1 cm.

Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

Com objetivo de se determinar a concentragcdo e o tamanho das nanoparticulas em

solucdo para auxiliar nos estudos in vitro foram realizados Anélise de Rastreamento de
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Nanoparticulas (NTA). O NTA € uma técnica complementar ao DLS, que usa o espalhamento
de luz, baseado em um laser, e 0 movimento browniano para detectar individual e
simultaneamente distribui¢cbes de tamanho e concentracdes de particulas numa amostra em
suspensdo. Em resumo, um feixe de laser incide em um porta-amostra onde, as particulas no
caminho desse feixe optico, espalham a luz. Em seguida, as particulas séo vistas como pequenos
pontos de luz movendo-se rapidamente, com o auxilio de um microscépio com 20x de aumento
e uma camera de video acoplada (30 quadrados por segundo (fps)). O arquivo de video
capturado € processado rastreando 0 movimento das particulas e calculando o tamanho
hidrodinamico pela equacdo de Stokes-Einstein (85). A coleta de dados foi realizada em
triplicata, com videos de 30 segundos e as amostras de nanaoparticulas foram diluidas em série
(1:20000) (volume de solucdo de nanoparticula : volume de agua deionizada) no equipamento
NanoSight NS300 (Malvern) e os dados obtidos foram processados no Software NTA Suite.
As medidas foram realizadas no Grupo de Nanomedicina e Nanotoxicologia (GNano) (IFSC-
USP).

Angulo de contato e energia de superficie

O principal objetivo é correlacionar as informacg6es do angulo de contato e energia de
superficie com o tipo de nanoemulsao formada, relacionando ao potencial Zeta e, condutividade
e pH das particulas, avaliando a interacdo do PVA e do PVA-PEG nos sistemas. A
molhabilidade é o primeiro parametro a ser analisado em sistemas coloidais. Tal medida leva
em consideracdo a hidrofobicidade e hidrofilidade (86,87), calculada através do angulo de
contato de uma gota séssil (88), a partir do plano tangente a superficie do solido e o plano
tangente a superficie do liquido. Angulos de contato menores que 90° correspondem a alta
molhabilidade e, portanto, sdo hidrofilicos, enquanto angulos de contato maiores que 90°

correspondem a baixa molhabilidade e, portanto, sdo hidrofdbicos, figura 8.
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Figura 8 - Esquema de formas de deposicdo de liquidos em um substrato sélido, definindo o angulo de contato.
Fonte: YUAN et al. (87).

Os célculos baseados nos valores medidos do angulo de contato produzem um
parametro importante chamado de tenséo superficial ou energia de superficie, influenciando na
forma de deposicdo da gota, que € dependente da relacdo entre as forcas dispersivas (aquelas
que fazem a gota do liquido se espalhar facilmente) e as forcas coesivas (deixando a gota em
forma de esfera, portanto com uma energia minima). Para um liquido puro, cada molécula é
atraida igualmente em todas as direcBes pelas moléculas vizinhas, resultando em uma forca
liquida zero. No entanto, as moléculas expostas na superficie ndo tém moléculas vizinhas em
todas as direcdes para fornecer uma forca liquida equilibrada, sendo assim, atraidas para dentro
pelas moléculas vizinhas, criando uma pressdo interna. Como resultado, o liquido reduz
voluntariamente sua area de superficie para manter a menor energia livre de superficie, figura
9. Portanto, resumidamente, a energia de superficie é regida pela lei classica do principio da
menor energia (87).
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Figura 9 - Representacéo da acdo das moléculas que causam a tenséo superficial em uma superficie.
Fonte: YUAN et al. (87).

Por fim, o angulo de contato de uma gota séssil em uma superficie solida ideal €
relacionado diretamente pelo equilibrio de energia na interface solido-liquido-vapor, definido
pelo equilibrio mecanico das trés tensdes superficiais e foi primeiramente definhada por
Thomas Young em 1805 equacéo (4):

Ys = ¥s. +v.cos (0) (4)

Onde, ys ,¥s., y. representam as energias de superficie do solido, sélido-liquido e
liquido, respectivamente e 8 é o angulo de contato (87). Com este caso geral, ainda assim nao
é possivel determinar o calculo para energia de superficie, cuja, deve ser relacionada as

componentes polares e dispersivas, passando por extensivos célculos geométricos. Neste



78

contexto, serd abordado, resumidamente a teoria de Owens, Wendt, Rable e Kaelble proposta
em 1969 (89), onde os célculos para a energia de superficie & proposta matematicamente pela

equacéo (5):

n(1+ cosd) =2 ([0t + [02rD) ©)
Onde y&e y2 componente dispersiva (interagdes Lifshitz-Van der Waals) e, ye
yP componente néo dispersiva (interagdes polares, acido base de Lewis). A equagdo (6) ¢ ainda
rearranjada para que as parcelas polares e apolares da energia de superficie sejam obtidas a

partir do coeficiente angular e linear:
ch059+1= )/p E + ]/d
) ©

A equacédo (7) é combinada com a equagdo de Fowkes, proposta em 1964, onde a
equacdo diz que o trabalho de adesdo geométrico da gota é a média geométrica da componente
dispersiva (89). Assim, finalmente, a energia de superficie € calculada em relacdo as
componentes polares e dispersivas:

vs =v§ +v5 ™
Os parametros de tensdo superficial para os calculos de hidrofobicidade e energia de

superficie estdo indicados na tabela 6 (90):

Tabela 6 - Tensdo superficial dos liquidos-sonda para o calculo de energia de superficie.

LiqUido'Sonda Ytotal Ydispersiva Ypolar Yicida Vbasica

Agua 72,80 21,08 51,72 25,50 25,50
Formamida 58,00 39,00 19,00 2,28 39,60
Etilenoglicol 48,00 29,00 19,00 3,00 30,10
Diiodometano 50,80 48,50 2,300 0,00 0,00

Fonte: TORRES (90).
As componentes polares e dispersivas foram determinadas através do céalculo dos

angulos de contato e energia de superficie através do método da gota séssil. Foram preparadas
dez laminas de vidro, com cinco gotas (volume por gota de 0,8+0,1 pL) de cada uma das
solucBes de nanoparticulas, que foram deixadas secar em atmosfera controlada (dessecador).
Com uma microsseringa Hamilton, gotas de (3+0,1) pL de liquidos sonda (agua, formamida,
etilenoglicol e diiodometano) foram depositadas sobre a superficie das gotas secas das
nanoemulsdes. Os angulos foram calculados a partir da média de cinco gotas, fotografadas em

10 frames por segundo, através do CAM 200 Software. As medidas foram realizadas em um
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goniémetro KSV, modelo CAM 200 (KSV Instruments, Finlandia) no Grupo de Polimeros
“Prof. Bernhard Gross” (IFSC-USP) em parceria cientifica.

Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho (IR) se baseia na capacidade de determinadas
ligacGes, com capacidade de variacdo de dipolo, de absorver a energia na regido do
infravermelho, sendo excitadas e assim atingindo um estado de maior energia, pelo aumento
dos movimentos vibracionais das moléculas. Em contraste com 0s poucos picos observados na
regido do UV-vis, na regido vibracional do espectro gerado pelo FTIR, é possivel caracterizar
grupos funcionais e tipos de ligaces das amostras, gerando um conjunto de informacdes sobre
as estruturas quimicas em andlise. (84)

Os espectros FTIR dos sistemas de nanoparticulas, além das analises do PLGA
(50:50), PVA, PEG400 e 5-ALA foram obtidos no espectrofotdmetro Shimadzu-IR Prestige-
21 no modo de reflexdo total atenuada horizontal (HATR). As andlises foram realizadas
depositando 1 mL da amostra em cristal de seleneto de zinco e obtendo interferogramas de 45
varreduras com resolucdo de 2 cm-1. Os interferogramas foram registrados na regido de
frequéncia de 4000 a 400 cm-1. Todas as analises foram realizadas na Escola de Quimica e

Alimentos, Universidade Federal do Rio Grande (FURG), em parceria cientifica.

Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear de a&tomos de hidrogénio (1H-RMN)

A espectrometria por ressonancia magnética nuclear de protons (1H-RMN) é
basicamente outra forma de espectrometria de absorcao, semelhante ao IR ou UV. As amostras
sdo submetidas a um alto campo magnético que faz com que os spins dos nucleos de H se
alinhem ao campo imposto. No experimento de RMN, um pulso de radiofrequéncia (RF) faz
com que a magnetizacdo provida pelo conjunto de spins alinhados seja retirada do equilibrio,
permitindo que essa perturbacdo gere um sinal nas bobinas de recepcdo de RF. A frequéncia do
sinal, o qual sera tratado posteriormente com a Transformada de Fourier, esta intimamente
relacionada ao ambiente quimico em que os nucleos de H se encontram e suas interacdes,
permitindo assim uma caracterizacdo estrutural da molécula em questéo. (84,91) Esta anélise
permite uma descricdo fina da estrutura além de sua quantificacéo.

Os dados de (1H-RMN) foram obtidos no equipamento BrukerAvance 400 (Ettlingen,
GE) instrument, 400 MHz, a 23°C. O TSP (&cido trimetilsililpropandico) foi utilizado como
referéncia interna e as amostras (nanoparticulas, 5-ALA, PVA, PEG400 e PLGA) foram

diluidas em agua deuterada (80:20). Os pulsos de pré-saturacéo foram aplicados a supressao do
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pico de agua (solvente). A sequéncia de pulso de inversdo-recuperacdo (180°- 90°) foi usada
para obter valores de tempo de relaxacéo (T1) de picos especificos de metileno. O tempo de
aquisicdo foi de 4s, atraso de relaxacdo 10s. Foram calculados em média 32 transientes para
cada atraso de tempo e foram distribuidos 16 valores de 0,001 a 10 segundos. Os valores de T1
e intensidades relativas foram calculados ajustando os dados exponenciais no software NUTS.
Todas as analises foram realizadas na Escola de Quimica e Alimentos, Universidade Federal

do Rio Grande (FURG), em parceria cientifica.

4.1.4 Anélises de estabilidade dos sistemas de nanoparticulas

Os estudos de estabilidade tém por objetivo contribuir para informacdes relevantes ao
desenvolvimento destas nanoemulsdes, mostrando uma estabilidade relativa (pois, é
dependente de fatores como tempo, temperatura, umidade do ar, material de acondicionamento,
luz, oxigénio, componentes quimicos, presenca de microrganismos, vibracao, entre outros)
destes nanosistemas. E valido destacar que ainda hoje no Brasil, ndo ha um guia especifico de
estabilidade para nanoparticulas e, deste modo, estes estudos foram embasados no Guia de
Estabilidade de Emulsbes Cosméticas da ANVISA (67) e nas Regulamentacdes da
Nanotecnologia do FDA (FDA Regulation of Nanotechnology) (92). Mudancas de até 10 e 15%
em relacdo as medidas iniciais eram consideradas estaveis, acima dessa mudanca percentual
eram descartadas. A porcentagem foi determinada ap6s o acompanhamento das medidas dos
primeiros sistemas ao atingir ao menos 15 dias de reprodutibilidade nas medidas fisico-
quimicas, em acordo com a norma RE N°1, de 29/07/2005 da ANVISA e da RDC n° 318 de
06/11/2019 de critérios de estabilidade para produtos farmacéuticos. Todos 0s sistemas

descritos, foram avaliados nos testes que seguem.

Estabilidade forcada do 5- &cido aminolevulinico

Esta analise remete a estabilidade forcada do 5-ALA (PDT Pharma) em solucéo aquosa
para a comparagdo com os sistemas com ativo. Uma solugdo com 50 mL de agua ultrapura, na
concentracdo de 0,4472 mg/mL de 5-ALA foi preparada. Esta solucéo foi dividida em quatro
frascos farmacéuticos de vidro, boca larga, de volume de 40 mL e armazenadas na temperatura
ambiente (23,0+2,0)°C, geladeira (5,0+1,0)°C, estufa (40,0+2,0)°C e em ciclo (24 horas
armazenada na geladeira e 24 horas na estufa). As medidas de pH foram realizadas por quatro

dias consecutivos em triplicata.
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Estabilidade forcada das nanoemulsdes em funcéo do tempo (centrifugacdo 3000 rmp) e
temperatura 56°C)

O estudo de centrifugacdo avalia a estabilidade das nanoemulsGes em condicdes
extremas de vibracdes, simulando o que pode acontecer, por exemplo, durante o transporte
destas amostras. Deste modo, triplicatas das nanoemulsdes foram centrifugadas (Ultra
Centrifuga Eppendorf 5427) utilizando tubos falcon por trés ciclos, de 30 minutos cada, a 24°C.
Ao final de cada ciclo as nanoemulsGes foram avaliadas quanto as suas caracteristicas
organolépticas e variacdo de pH. As amostras foram descartadas depois da analise.

O principal propdsito do estudo de estabilidade em funcéo da temperatura é colocar as
amostras em uma temperatura fixa e elevada, de tal modo que favorega a aceleracéo de reacoes
fisico-quimicas e quimicas que possam levar a desestabilizacdo dos nanosistemas. Assim, uma
aliquota de 15 mL foi colocada em frascos regentes de 100 mL, devidamente fechados e
envoltos em papel aluminio, quando as nanoemulsées foram preparadas como principio ativo,
e levados para estufa de secagem e esterilizagdo, por 48 horas e na temperatura fixa de
(56,0+2,0)°C, e avaliado a estabilidade destas quanto suas caracteristicas organolépticas,
potencial Zeta, tamanho e pH. Todas as medidas foram realizadas em quintuplicata. Ao final

do estudo as amostras foram descartas.

Diferencas de estabilidade fisico-quimicas em relacao a temperatura de armazenamento das
amostras ao longo do tempo

O intuito é determinar a temperatura de armazenagem e por consequéncia avaliar a
estabilidade relativa ao longo do tempo das nanoemuls@es. Para cada estudo em diferentes
temperaturas foi utilizado uma aliquota do mesmo lote das nanoemulsées. Foram armazenados
30 mL de cada nanoemulsé@o em frasco reagente transparente (boro silicato) de tampa azul de
100 mL, com o espaco vazio (head space) para possiveis trocas gasosas. Os frascos que
armazenavam 0s sistemas com ativo foram ainda, envoltos com papel aluminio.

As amostras foram armazenadas (23,0+2,0) °C, geladeira (5,0£1,0) °C, estufa
(40,0+2,0) °C e em ciclo (24 horas armazenada na geladeira e 24h na estufa). As quatro
condicdes sdo analisadas durante 40 dias ininterruptos (chamado de quarentena, pelo Guia da
Anvisa), através de medidas de pH e para os dias 1, 7, 15, 30 e 40 para as medidas de tamanho,
indice de polidisperséo e carga. O pH foi determinado assim como descrito em Avaliagdo de
estabilidade fisico-quimica para os sistemas e foi uma medida de estabilidade direta. Ao final
deste tempo, as amostras mantidas em ciclo sdo descartadas, enquanto as trés primeiras

continuam a ser avaliadas com 60, 90, 120,150, 180 dias (chamado de estabilidade preliminar,
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pelo Guia da Anvisa) e 360, 540 e até no maximo 720 dias (chamado de teste de prateleira, pelo
Guia da Anvisa). Quando era notado que as propriedades organolépticas e as propriedades

fisico-quimicas ndo eram reproduzidas, as amostras eram descartadas.

Diametro hidrodindmico e indice de polidispersdo por Espalhamento de luz dindmico (DLS)
e carga superficial das particulas (potencial Zeta - {) por mobilidade eletroforética ao longo
do tempo

As metodologias para a determinacdo de tamanho, indice de polidispersdo e carga
superficial foram descritos em Avaliacdo de estabilidade fisico-quimica para os sistemas. Estes

parametros, foram essenciais para as medidas de estabilidade ao longo do tempo.

4.1.5 Métodos estatisticos para a visualizacao dos resultados

As analises estatisticas foram realizadas usando um conjunto de software conhecido
como Projection Explorer Sensors (PEx-Sensors), que implementa técnicas de visualizacao de
informacdes através da reducdo de dimensionalidade dos dados. Neste trabalho, os dados
provenientes do tamanho, potencial Zeta, indice de polidispersdo e pH, foram projetados em
um mapa de duas dimensdes (2-D) para avaliacdo da similaridade ou dissimilaridade dos
sistemas de nanoparticulas perante as modificacBes fisico-quimica, além da avaliacdo da
eficiéncia do sistema de escolha na acédo sobre as células de A431 e HDFn. A técnica de Mapa
de Documentos Interativos (IDMAP) usa distancia euclidiana d(xi,x;) entre o sinal de diferentes
amostras X = {X1, Xo,..., xn} (por exemplo, tamanho, potencial Zeta, indice de polidispersao e
pH) para projetar tais dados em um espaco de menor dimenséo. Neste espaco, 0 posicionamento
dos elementos visuais Y = {y1, y2,..., yn} € dado por uma funcdo injetiva f: X — Y que minimiza
o termo |8 (xi, x) — d(f(xD), f (x))|V xi,xj € X.A funcio ¢ dada pela equacio (8):

IDMApz‘Wm —duyp) ®)

max —Omin

na qual, 6,,4,€ 9minSa0, respectivamente, as distancias euclidianas maxima e minima
entre instancias de dados e d(yi,yj) representa a distancia euclidiana entre as instancias
projetadas no espago de menor dimensdo. Esta técnica de projecdo de dados 2-D, é uma nova
proposta de avaliacdo para sistemas de nanoparticulas. Estas etapas foram realizadas em
parceria cientifica com o Centro de Imagens e Espectroscopia in vivo por Ressonancia
Magnética (IFSC-USP) (CIERMag, IFSC-USP) e o Grupo de Polimeros “Prof. Bernhard
Gross” (IFSC-USP).
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4.2 Resultados e Discussao

4.2.1 Protocolos dos sistemas de nanoparticulas

Sinteses de nanoparticulas

Um dos maiores desafios para a nanotecnologia aplicada na medicina, é encontrar
plataformas que sejam estaveis fisica e quimicamente e que, a0 mesmo tempo, permitam a
entrega e a biodisponilidade de farmacos em sistemas bioldgicos. Entdo, apos os estudos
iniciais, era importante padronizar os sistemas, para que pudéssemos chegar em uma plataforma
estavel e promissora alinhado ao objetivo deste trabalho. O primeiro sistema proposto “Sistema
A”, tabela 7, consiste em nanoparticulas de PLGA, cuja a sintese é obtida pelo método da dupla
emulsdo e é embasada na revisdo do trabalho de Shi et al. (2013) (59). Segundo Shi et al., as
nanaoparticulas com ativo, tinham uma média de tamanho de 249,5 nm, obtidas com o a
solubilizacdo do PLGA em diclorometano e fase aquosa interna formada por tampéo PBS.
Foram apresentados os resultados dos testes in vitro e in vivo, com resultados promissores para
a aplicacdo em terapia fotodindmica e estes resultados foi um critério inicial para a escolhas do
sistema. Em funcdo disso, propomos a sintese obtida por simples emulsdo, embasados na
revisdo do método inicial, onde denominamos de “Sintese D”, tabela 7. A proposta inicial com
esta sintese era comparar com a “Sintese A”, esperando reportar melhores resultados para a
estabilidade do sistema e simplificando o método de obtencéo das nanoparticulas. No ANEXO
1, é possivel ver a lista das referéncias consultadas para o desenvolvimento das sinteses. Os
sistemas analisados para as etapas seguintes dos testes de estabilidade estdo descritos na tabela
7.

A partir do uso do PVA como tensoativo, visamos obter um sistema que pudesse melhor
favorecer as aplicagBes in vivo e in vitro, e assim propomos o desenho de uma particula
funcionalizada ou revestida, que ajudasse tanto na estabilizacdo dos sistemas quanto na futura
aplicagdo do produto. Assim, uma das estratégias mais antigas para isto, consiste em revestir
ou conjugar nanoparticulas com polimeros hidrofilicos, entre eles polaxameros e
polietilenoglicdis, e assim optamos por trabalhar com o poli(etileno glicol) (PEG) de baixa
massa molecular (57). Deste modo, desenvolvemos a “Sintese C” e a “Sintese E”, tabela 7,
embasadas nos sistemas de simples e dupla emulsdo, respectivamente, com o propdsito de

inovar e melhorar a permeacéo e estabilidade destes sistemas.
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Por fim, a “Sintese B”, tabela 7, € um sistema que contém apenas o PEG como
tensoativo. Sabe-se que o PEG ndo é um transportador de ativo eficaz, pois como o polimero
tem dois grupos reativos em sua molécula, por isso, neste estudo este sistema é um comparativo
para as “Sintese C” e “Sintese E”, para entendermos como cada componente da sintese interage
na formacao e estabilidade destes sistemas (93).

Tabela 7 - Sistemas analisados para os estudos de estabilidade. Os sistemas estdo divididos por sinteses, indicando
a composicdo das fases aquosas e as observagdes quanto as analises para este trabalho.

Composicéo
Sistema Nome das Fase aquosa Fase aquosa Observacao
amostras interna externa
(A) Dupla A-DE-PVA Agua PVA Literatura e revisao
de método.
Controle da sintese
E. Comparacéo para
o sistema D.
A-DE-PVA-ALA ALA PVA
(B) Simples  B-SE-PEG - PEG Revisédo de método.
Controle da sintese
CeE.
B-SE-PEG-ALA - PEG- ALA
(C) Simples  C-SE-PEG-PVA - PVA-PEG Inovacéo.
Comparagao para o
sistema E.
C-SE-PEG-PVA-ALA - PVA-PEG-ALA
(D) Simples D-SE-PVA - PVA Revisdo de método.
Sintese modificada
de A. Comparagéao
para o sistema A.
Controle do sistema
E.
D-SE-PVA-ALA - PVA-ALA
(E) Dupla E-SE-PEGPVA PVA PEG Inovagéo.
Comparagdo para 0
sistema C.
E-SE-PEGPVA-ALA PVA-ALA PEG

Fonte: Elaborada pela autora.

A partir das analises descritas no capitulo 4 foi possivel fazer ajustes nos sistemas propondo
inovacdo quanto ao método de obtencdo das nanoparticulas poliméricas de PLGA para a

encapsulacdo do ativo hidrofilico 5-ALA.

Escalonamento laboratorial

Devido as caracteristicas fisico-quimicas e toxicoldgicas, o PLGA foi aprovado pelo FDA
e pela Agéncia Europeia de Medicina como matriz polimérica para varios sistemas de liberacéo
controlada para moléculas com potencial terapéutico, visando minimizar a toxicidade e

melhorar a eficacia destes ativos. No entanto, na area de nanotecnologia muitos projetos perdem
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ou tem dificuldades de expansdo para a industria devido a poucos estudos nas partes
regulamentarias, que englobam a estabilidade destes sistemas em producdo de grande escala.
(94-95)

Deste modo, com o objetivo de obter solugdes em maior escala de producéo laboratorial
para se analisar as mesmas aliquotas quanto a estabilidade temporal, foi realizado esta etapa de
escalonamento. Primeiramente, foi verificado se as propor¢des de massas e volumes poderiam
ser mantidas, avaliando o didmetro, potencial Zeta e pH iniciais, realizado um aumento de mais
de seis vezes dos volumes e massas dos reagentes utilizados, em relacdo aos sistemas
apresentados no capitulo “Sistemas de nanoparticulas”.

A figura 10 indica os resultados para o sistema A de dupla emulsdo. Na figura 10 (A), se
observa que houve um aumento percentual de 25,96% para as nanoparticulas com ativo,
enquanto as nanoparticulas sem ativo diminuiram 10,37% em seu diametro. A figura 10 (B),
mostra um aumento no potencial Zeta para as nanoparticulas sem ativo e com ativo, enquanto
0 comportamento em relacdo a mudanca de pH, figura 10 (C), nédo apresentaram aumento na
basicidade das solucdes, as diferencas permaneceram entre 2,57% e 6,96%, respectivamente,

para as solugdes com e sem ativo.
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Figura 10 - Escalonamento de 30 para 190mL, do sistema de dupla emulsdo mostrando as diferengas entre (A)
didmetro, (B) potencial Zeta e (C) pH para nanoparticulas com e sem ativo.

Fonte: Elaborada pela autora.
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A figura 11 indica os resultados para o sistema C de simples emulséo.
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Figura 11 - Escalonamento de 30 para 190mL, do sistema de simples emulsdo mostrando as diferencas entre (A)
diametro, (B) potencial Zeta e (C) pH para nanoparticulas com e sem ativo.

Fonte: Elaborada pela autora.

Na figura 11 (A) é possivel observar que houve um aumento percentual de 14,45% para
as nanoparticulas sem ativo, enquanto as nanoparticulas com ativo diminuiram 7,17%,
ocorrendo 0 comportamento ao contrario do discutido para a figura 10 (A). Para a carga, figura
11 (B), diminui 22,71 e 14,80%, respectivamente para as particulas sem e com ativo. O pH
figura 11 (C), novamente aumenta a basicidade, com um aumento de 2,45% para o sistema sem
ativo e de 7,56% para o sistema com ativo.
Nanosistemas preparados em escala laboratorial tem dificuldade para ser transladado
a producdo industrial devido aos instrumentos laboratoriais disponiveis que diferem quanto a
necessidade para a producdo em maior escala. (95) Além das escolhas dos materiais, o tipo de
homogeneizacdo é importante para se obter os sistemas monodispersos, 0 que se leva a ter
melhor estabilidade ao longo do tempo. Um ponto para se destacar é que 0s métodos escolhidos

para a homogeneizagdo dos sistemas séo simples, o que pode facilitar a transladar a producéo
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para planos pilotos maiores que 2500 mL de emulsdo, visto que € disponivel no mercado tanto
agitadores magnéticos quanto agitadores mecanicos para grande volume de forma acessivel no
mercado, além, de posterior producdo a larga escala acima de 10 L, com o uso de diferentes
tipos de reatores. (96)

Como se observa na figura 10 e figura 11, as estabilidades iniciais, ndo apresentaram
diferencas significativas em relacdo ao aumento de volume da solugdo. Os didmetros das
nanoparticulas para os sistemas A e C, apresentam variagdes em funcéo do volume de reagdo e
em relacéo a presenca ou ndo do ativo. Em geral, nanoparticulas sem ativo sdo menores do que
quando comparados a sistemas com ativo, e este comportamento se manteve a0 mudar as
escalas de obtencao das nanoparticulas. Este ja era um resultado esperado, visto que, 0 aumento
de tamanho das nanoparticulas, pode estar relacionado ao aumento da concentracdo do ativo,
que interage com 0s outros componentes dos sistemas de nanoparticulas. (97)

No sistema de dupla emulsdo a concentragdo do PLGA(50:50) é de (0,01469 g.mL™)
e (4,13x10° g.mL™) respectivamente, para as solucdes de escala de 30 e 190mL, o que pode
justificar o didmetro diminuir em relacdo ao aumento de escala para as particulas sem ativo. O
mesmo efeito é observado para o sistema de simples emulsdo, mas, para as solugdes com ativo,
onde a concentragio do polimero é mantida em 2,4x10° g.mL™ em ambas as escalas. (72)

O célculo da concentracdo dos tensoativos sao diferentes nos sistemas de simples e
dupla emulséo, a porcentagem de 1% do PVA para as solucdes de dupla emulsdo é calculada
para uma das fases aquosas, enquanto que a concentracdo de 0,5% do PVA e de 0,5% do
PEG400 é calculado para o volume total da fase aquosa. Entdo, no processo de escalonamento,
esperava-se que com 0 aumento do volume de agua, aumentava-se o gradiente de concentracao
de polimero da fase orgénica para a fase aquosa, levando, portanto, a uma diminuicdo do
tamanho das particulas, como pode ser observado para as particulas com ativo na solucéo de
simples emulséo. (72)

Em relacdo ao valor do potencial Zeta, observa-se que ha uma tendéncia em diminuir
ao se adicionar o 5-ALA, e aumentar quando as nanoparticulas ndo contém o ativo. Isto
acontece, pois, a carga global do sistema pode ser dependente da presenca do ativo. A
dependéncia é mostrada também, na diferenca de pH entre as nanoparticulas com e sem ativo,
onde ao se aumentar os volumes houve aumento do pH das solugdes. (97)

Por fim, esses resultados mostrou a viabilidade do método de escalonamento
laboratorial, considerando as adaptac6es realizadas. Deste modo, 0s cinco sistemas de escolhas

foram padronizados em volumes de reagentes e massas dos insumos farmacéuticos, para serem
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comprados quanto a formacéo, estabilidade e proposta de aplicacdo final para um produto

inovador na area de nanotecnologia.

4.2.2 Caracterizagoes

Avaliacdo organoléptica, condutividade elétrica, densidade relativa e viscosidade dindmica

Ao se obter as sinteses eram observadas um residuo polimerico, e para o sistema C
esta sobra era em menor quantidade. Assim como descrito anteriormente, este residuo era
retirado depois do processo de rotaevaporacdo da acetona, portanto nao se descarta perdas do
ativo durante a solubilizacdo. Depois de rotoevaporadas, as amostras de nanoparticulas eram
transllcidas, para as nanoparticulas sem ativo. Para as nanoparticulas com ativo as amostras
ficavam mais opacas, onde as nanoparticulas do Sistema C, apresentaram-se sem nenhuma
transparéncia. Para as nanoparticulas do Sistema B, tanto a solugdo com ativo quanto a sem
ativo apresentavam-se com fases homogéneas e totalmente transparentes. Nenhum dos sistemas
apresentaram qualquer tipo de odor ou separacéo de fases em 90 dias consecutivos, no entanto,
os Sistema A e Sistema D, foram os primeiros a apresentarem corpo de fundo branco, depois
de 120 dias, mas ao se homogeneizar as amostras voltavam a apresentar uma unica fase.
Posterior 160 dias o Sistema C também, apresentou corpo de fundo, e mantinha-se uniforme a
homogeneizagdo. A figura 12 mostra em microtubos para centrifuga e em temperatura
ambiente, as sinteses desenvolvidas para esta etapa. Com excecdo da sintese B, pois, ela era

completamente translucida.
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Figura 12 - SolugGes de nanoparticulas comparando as solugdes obtidas por simples e dupla emulsdo com PVA e
PVA-PEG na fase tensoativa. (1) A-DE-PVA, (2) A-DE-PV,-ALA, (3) D-SE-PVA, (4) A-SE-PVA-
ALA, (4) C- SE-PEG-PVA, (5) C- SE-PEG-PVA-ALA, (6) D- DE-PEG-PVA, (5) D- DE-PEG-PVA-
ALA.

Fonte: Elaborada pela autora.

A figura 13 indica a condutividade elétrica (o) e viscosidade dindmica (n), dos cinco
sistemas desenvolvidos, todas as medidas foram realizadas a (20,0+0,1) °C. No geral, a adi¢édo
de 5-ALA influenciou nas propriedades da solucdo, aumentando a condutividade elétrica,
viscosidade e a densidade das solucdes.

A densidade relativa de todos os sistemas e foi proximo ao da agua (0,9982 g.mL™?), a
20°C, e a adicdo do 5-ALA aos sistemas ndo mostra diferenca aparente. Em outros estudos para
nanoparticulas de PLGA para o carreamento de cisplatina ha um aumento de densidade para as
nanoparticulas com ativos (98), além de nanoparticulas em p6 comerciais PLGA(50:50)
(Degradex® PLGA, massa molecular 30000 g.mol* e tamanho médio de 100 nm, Sigma-
Aldrich), sdo comercializadas com a densidade relativa de 1,3 g. mL™. Estes fatos mostram que
a dependéncia da densidade relativa € dependente dos materiais envolvidos nas sinteses.

Na figura 13 (A) € possivel notar que para todos sistemas com ativo a condutividade
elétrica foi maior do que para os sistemas sem ativo. Além disso, a amostra B-SE-PEG
apresenta maior condutividade, do que os demais sistemas, tanto na presencga ou ndo do 5-ALA.
H& uma diferenca percentual entre o sistema B-SE-PEG sem ativo e A-DE-PVA sem ativo de
42,88% de aumento de condutividade. Na literatura filmes de PVA, apresentam condutividade
elétrica de 2.78 x 1073 pS.cm™(99) enquanto nanoparticulas de PLGA para o carreamento de
cisplatina, de acordo com a variagdo de massa do PLGA e do ativo nas sinteses, a condutividade
elétrica varia entre 3.65 e 13.52 uS.cm™ (98), para solugdes sem e com ativo, respectivamente,
as diferencas reportadas podem estar associadas aos componentes e ao tipo de formacdo das
nanoparticulas das sinteses. O aumento da condutividade nas nanoparticulas com ativo ja era

um fato esperado. Os cloridratos sdo uma forma farmacéutica muito comum para diversos tipos
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de drogas, incluindo o 5-ALA. Em linhas gerais, os farmacos se originam ou de bases ou acidos
fracos, normalmente sdo obtidos em forma de seus sais para aumentar a sua hidroficidade,
dissolugdo e absorcdo no alvo de aplicacdo e aumentando, por fim, sua eficacia terapéutica.
Deste modo, acontece a ionizagdo da molécula do 5-ALA em agua (base amina), HCl — H* +

ClI, como ja é conhecido (100).

350

I (sem ativo) (A) (sem ativo)

200 I (com ativo) | [ (com ativo)

250
200—-
150
100

50

Condutividade elétrica (x0,05) uS.cm’
Viscosidade dindmica (+0,05) mPa.s

KTy <G KTy
wogg e—ﬁ?’f & 3
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Figura 13 - Medidas para (A) condutividade elétrica (o), (B) viscosidade dindmica (n), para os sistemas A-DE-
PVA, B-SE-PEG, C-SE-PEG-PVA, D-SE-PVA, E-DE-PEG-PEYV para 0s sistemas sem e com ativo.

Fonte: Elaborada pela autora.

O PVA é normalmente um mau condutor elétrico, pois, ele pode interagir fisicamente
com grupos hidroxila (-OH), além de favorecer a formacéo de complexos, no entanto, segundo
a literatura, é possivel melhorar a sua capacidade como condutor quando associado a outros
polimeros, por exemplo. (101) Uma associa¢do comum, é com o PEG, pois, formam misturas
misciveis, ocorrendo ligacGes de hidrogénio entre os grupos hidroxila do PVA e —C-O—C- das
cadeias de PEG (102) o que pode explicar o aumento de condutividade. Este fato, para a entrega
de farmacos favorece ao aumento da condutividade elétrica da pele (que € uma medida de
permeabilidade). O aumento da mobilidade i6nica na pele, que é limitada devida a difusdo
através dos lipidios, pode melhorar a entrega do 5-ALA por via transdérmica,
proporcionalmente ao aumento do fluxo molecular do farmaco (esta taxa de aumento é uma
medida da ruptura lipidica). (103) Ha relatos em que o PEG foi capaz de aumentar o fluxo de
farmacos como o clonazepam e lorazepam atraves da pele excisada, enquanto outros estudos,
mostram que a combinagéo de tensoativos anionicos e cationicos aumentam a condutividade
da pele, que por sua vez aumenta a permeabilidade de farmacos. (104) No entanto, esta
proposta, ndo é suficiente para garantir futuramente, que as nanoparticulas sejam capazes, com

baixa condutividade elétrica, de ter a capacidade de resposta suficiente para melhorar
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permeabilidade, e por isso, deve ser associado a outros mecanismos, como a viscosidade, pH
do meio e carga de superficie, por exemplo.

A viscosidade dos sistemas de nanoparticulas pode variar de acordo com o material da
sintese, concentracdo do polimero e tipo de ativo, por exemplo. No geral, as viscosidades
dindmicas figura 13 (C), foram maiores que a da dgua (1,03+0,05) mPa.s (valor tedrico de 1,005
mPa.s). A viscosidade mostra que para os sistemas B-SE-PEG, D-SE-PVA e E-DE-PEG-PEV
h& um aumento de viscosidade quando o 5-ALA é incorporado. Os dois primeiros sistemas
citados, sdo 0s que apresentam maior viscosidade. A viscosidade dos materiais em &gua (20°C),
de sintese sdo de 40-48 mPa.s para 0 PVA e de 105-130 mPa.s, sendo assim estes materiais
contribuem para 0 aumento de viscosidade observado. Outro fator, é que assim como foi
mostrado e reportado a influéncia do 5-ALA nas andlises de condutividade, a presenca do
cloridrato também, influencia a viscosidade dos sistemas com o aumento de ions, e em
consequéncia tem-se o0 aumento do tamanho das particulas (105). Na literatura, nanoparticulas
de PLGA para o carreamento de cisplatina a viscosidade variou de 1,62 m.Pa.s a 1,87 mPa.s, a
diferenca de viscosidade é em funcgdo da variacdo de massa do PLGA e do ativo nas sinteses.
(98) Estes resultados implicam em mudancas diretas na formacéo das particulas, dependentes

do tipo de sintese e do ativo.

Espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-vis)

Ha duas contribuicbes na figura 14 para as analises no UV-vis, uma na regido do UV e
uma na regido do visivel, para os sistemas estudados. Nos sistemas B, C, D e E fica evidente
que héa a contribuicdo da banda na regido de 400 nm, mostrando a intera¢do com o ativo 5-ALA,
0 que ndo pode ser observado para o sistema A, por duas hipdteses: ou houve baixa massa do
5-ALA interagindo com as nanoparticulas, como observado na diferenca do espectro em 245
nm, ndo apresentando mudancas significativas na estrutura (adsorvido), ou o 5-ALA pode estar
encapsulado no interior das particulas ou o ativo ndo foi encapsulado. Outra observacéao
importante é que o PEG400 pode interagir mais na regido de 400 nm, pois, o sistema com ativo,
apresenta deslocamento de pico para a regido de 395 nm. Da literatura, sabe-se que o PVA ¢
um polimero que quando puro, ndo apresenta absorcao na regido de 200-800 nm mas, quando
em solugdo aquosa, a absorbancia do espectro do PV A apresenta um pico caracteristico ente na
regido de 200 nm. O pico de 194 nm, pode ser atribuido aos grupos carboxilicos -C=0 e -C=C,
bem como pode ser observado um deslocamento deste para a regido entre 197 nm que pode ser
associada a presenca de grupos acetatos (ion negativo) residuais. (106-108) O PEG400 contém

ligacdo O-C-H, que também pode contribuir para as bandas na regido de 200-400 nm. (109) Na
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regido de 220-270 nm também, pode haver contribuicdo do ligacdo -C=0 do PLGA(50:50),
onde, neste caso, 0 maior comprimento de onda esta relacionado a nanoparticulas (110,111), a
regido de entre 400-500 nm, também pode sugerir interagdo do PLGA(50:50) com o ativo. (112)
Portanto, os espectros de UV-vis mostraram que a absorbancia é dependente do método de
obtencdo das particulas, onde pode haver absorcdo ou adsorcao do 5-ALA nas nanoparticulas,

observado pelas diferencas de espectros entre as nanoparticulas com e sem ativo.
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Figura 14 - Espectroscopia no ultra-violeta e visivel, para os sistemas de nanoparticulas poliméricas.
Fonte: Elaborada pela autora.

Anélise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

A técnica de NTA, é usada para se obter concentracBes e didmetros hidrodinamicos
das nanoparticulas em suspenséo, e por isso, € uma técnica comparativa ao DLS. A tabela 8
representa a moda e média para os didmetros hidrodindmicos calculados por NTA, comparados

a media dos tamanhos por DLS, e as concentragfes das particulas.
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Tabela 8 - Comparacdo de tamanho hidrodindmico para as amostras A-DE-PVA, A-DE-PVA-ALA, C-SE-PEG-
PVA, C-SE-PEG-PVA-ALAD-SE-PVA, D-SE-PVA-ALA, E-DE-PEG-PVA e E-DE-PEG-PVA-
ALA, respectivamente para as técnicas de NTA e DLS.

Amostra NTA Média NTA Moda NTA Desvio  DLS Média Concentracéo

(nm) (nm) padrdo (nm)  (nm) (particulas. mL™1)
A-DE-PVA (225,7£0,7)  (218,3%x12,8) (33,5+1,2) (226,4+70,2) 1,99x10%2+3,74x10°
A-DE-PVA-ALA (192,7+6,5) (195,1+7,9)  (24,7+47) (195,9+61,2) 1,79 x1011+1,27x10%0
C-SE-PEG-PVA (153,9+1,3) (149,0+2,7)  (24,84+3,4) (151,6+49,0) 1,53 x10%445,62x10%?
C-SE-PEG-PVA-ALA (334,4+4,0) (316,3+8,8)  (70,4%3,8) (377,4+62,6) 1,85 x10%3+7,92x10M
D-SE-PVA (142,6+0,9) (137,9+)19  (22,5+1,3) (181,1+51,2) 2,36 x10%°+5,69x10*2
D-SE-PVA-ALA (445,7+18,5)  (341,9+28,5) (149,9+7,4) (702,1+118,9) 7,97 x10%146,10x10%°
E-DE-PEG-PVA (173,2+0,8) (165,3+3,5)  (44,240,6) (199,4+60,8) 3,50 x10%4+7,4x10%?
E-DE-PEG-PVA-ALA  (164,5+4,2) (153,8+1,9)  (23,3%3,3) (274,6+117,5) 9,23 x10%1+6,12x10%°

Fonte: Elabora pela autora.

Observa-se na figura 15, que ha diferencas nas distribuicGes de tamanho entre o DLS
e NTA, para as amostras A-DE-PVA-ALA (C-D), D-SE-PVA-ALA (K-L) e E-DE-PEG-PVA-
ALA (N-P). As analises de NTA e DLS, se baseiam no movimento Browniano das particulas.
No entanto, 0 NTA € uma técnica que rastreia a posicao de cada particula, quadro a quadro,
permitindo o calculo do coeficiente de difusdo e, portanto, o tamanho de cada particula,
determinando com maior preciséo a distribui¢do de tamanho das amostras. Por sua vez, o DLS
analisa o sinal de intensidade de luz dispersa dependente do tempo de um Unico detector, assim
ao contrario, do NTA, o DLS ndo apresenta resolucdo suficiente para diferenciar populactes
com tamanhos pequenos na amostra, gerando uma visualizacdo de uma Unica distribuicéo
gaussiana mais larga, formada por particulas com pequenas diferencas de tamanho, sujeito a
mudangcas na forma e na posi¢do de medicdo para medicdo, dando origem a erros relativamente
grandes no resultado médio. A diferenca de diluicdo (103 e 102 respectivamente, para 0 NTA
e DLS), é um fator importante, visto que o DLS depende de propriedades instrumentais e da
propria amostra (como ser transllcida) para a leitura mais apropriadas das particulas. A
vantagem € que o DLS conta com um atenuador que é capaz de ajustar as faixas de
concentragdes das amostras, 0 que ndo acontece com 0 NTA. O NTA requer para leitura
concentracdes de particulas bem menores do que a concentracdo analisada por DLS, no entanto,
mesmo sem diluir ou concentrando as amostras, ndo foi possivel obter contagens suficientes
para se gerar uma curva de distribuicdo por NTA para as amostras B-SE-PEG e B-SE-PEG-
PVA, devido a baixa concentracéo das particulas obtidas ainda nas sinteses. (113-114)

Um outro ponto é que para o0 NTA populacdes formadas por particulas grandes (1000
nm) ndo comprometem a resolugdo dos picos, sendo facilmente detectada e dimensionada com
precisdo, mas para o DLS, como particulas grandes espalham mais luz, a média de tamanhos é

calculada em funcdo destas particulas alterando o valor final como pode ser observado na figura
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15 (K-L) e figura 15 (O-P). Outro fator importante, o ALA aumenta o tamanho, assim como a
funcionalizacdo e adsorcdo do PEG400 nas particulas. O sistema com ativo com maior
concentragdo de particulas por mL, é o sistema C, na ordem de 10%3, sendo as concentragdes
calculadas entre 10 e 10'°. A maior concentragdo de particulas pode justificar o aumento da
absorcéo da regido de 480 nm observada no UV-vis. Este € um dado importante para as analises
em culturas de células, visto que as concentracdes iniciais de particulas ndo serdo fonte de

diferenca significativa nas maiores concentragdes testadas (115).

O desvio do padrdo do NTA é menor do que o obtido na media do DLS, o que pode
ser consequéncia da quantidade de dados estatisticos coletados pelo DLS (além das médias,
terem sido calculadas para cinco e trés repetices de ocasido, respectivamente). Um ponto a se
destacar, é que desvio padréo altos estdo relacionados as diferentes contagens das particulas
entre cada ocasido de repeticdo (a mesma amostra € mantida no equipamento ao longo das
corridas). Este fato, pode levar a uma imprecisdo maior na contagem das concentracdes das
particulas, embora este calculo seja uma vantagem em relacdo ao DLS. O DLS é uma técnica
mais rapida para se padronizar as leituras das amostras, jA 0 NTA é mais preciso para leituras
de amostras monodispersas. As duas técnicas sdo consideradas complementares, e por iSso 0S

resultados sdo de extrema importancia para as etapas seguintes de analises. (113-114)
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Figura 15 - Comparacéo de tamanho hidrodindmico para as amostras (A - B) A-DE-PVA, (C-D) A-DE-PVA-
ALA, , (E-F) C-SE-PEG-PVA, (G-H) C-SE-PEG-PVA-ALA, (I-J) D-SE-PVA (K-L)D-SE-PVA-
ALA,(M-N) E-DE-PEG-PVA e (O-P) E-DE-PEG-PVA-AIA, respectivamente para as técnicas de
NTA (distribuigdo por nimero) e DLS (distribuicdo por intensidade). Gaussinas calculadas apartir dos
ajustes dos softwares do DLS e NTA.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Angulo de contato e energia de superficie

Ap0s se investigar os tamanhos e concentracdes das particulas, o estudo buscou entender
as superficies das amostras para se associar estas caracteristicas para a entrega transdérmicas.
(116) A diferenca de polaridade dos liquido-sondas usados nas medidas de angulo de contato
implicou nas diferentes respostas quanto ao grau de hidrofobicidade e hidrofilicidade, onde a
proporcdo e diferenca dos agentes tensoativos na superficie da particula de PLGA, além da
propria concentracdo de nanoparticulas, interagiram diferente com cada um destes liquido-
sondas. No nosso estudo a agua, formamida e etilenoglicol sdo solventes altamente polares,
enquanto que o diiodometano é apolar (dispersivo) e as amostras de nanoparticulas foram

sempre comparadas com o substrato (vidro). Os resultados estdo apresentados na figura 16.
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Figura 16 - (A) Representacdo do angulo de contato e (B) variacdo do angulo de contato para os liquido-sondas
agua (a), diiodometano (d), etilenoglicol (e) e formamida (f) e (C) energia de superficie e as suas
componentes polares e dispersivas para as amostras (1) vidro, (2) A-DE-PVA, (3) A-DE-PVA-ALA,
(4) B-SE-PEG, (5) B-SE-PEG-ALA, (6) C-SE-PEG-PVA, (7) C-SE-PEG-PVA-ALA, (8) D-SE-PVA
(9)D-SE-PVA-ALA,(10) E-DE-PEG-PVA e (11) E-DE-PEG-PVA-ALA.

Fonte: Elaborada pela autora.
A representacdo (de uma das medidas) para o angulo de contato é indicado na figura 16

(A) e as medidas de angulo de contato sdo indicadas na figura 16 (B) e energia de superficie na
figura 16 (C). Na figura 16 (B) observa-se que a hidrofilidade é evidente para o sistema B, onde
0 angulo de contato diminuiu mais de 80% em relacdo a 4gua. O 5-ALA diminuiu o angulo de
contato para todos 0s sistemas, exceto para os sistemas B e D que ficam muito proximos aos
sistemas sem ativo, e além disso, o ativo implica em mudanca de 34% para o sistema E. Assim,
os sistemas A e D, com ativo tem hidrofilidade préximas, e o sistema C diminui
aproximadamente 36% o angulo de contato em relacdo a agua, sendo segundo mais hidrofilico.

Para o diiodometano, apenas o sistema E com ativo, aumenta o angulo de contato em 14% e o
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restante dos sistemas, o 5-ALA diminui o angulo de contato, em relacéo as nanoparticulas sem
ativo. Os sistemas A e D com ativo, tiverem a hidrofilidade muito proxima ao solvente.
Novamente, B é o sistema mais hidrofilico, sequido do sistema C com ativo que diminui o
angulo de contato em 34%, em relacdo ao sistema sem ativo.

No caso do etilenoglicol, o sistema B apresenta polaridade muito proximo ao do liquido-
sonda, e 0 5-ALA influencia muito pouco nesta interacdo. Em relacdo as nanoparticulas sem
ativo, os sistemas A e D, apresentam similaridades e aumentam o angulo de contato, para o
sistema C e E os angulos diminuem, e a influéncia do 5-ALA é menor para o sistema E. Para a
formamida, todas as nanoparticulas com ativo, o angulo de contato fica maior em relacédo as
nanoparticulas com ativo, exceto para o sistema B. Note que, no sistema A, 0 5-ALA tem pouca
influéncia, e a maior influéncia € no sistema C, com aumento de mais de 16% do angulo de
contato, e o sistema mais hidrofébico com ativo, em relacdo a formamida é o sistema D, com
aumento de 47% no angulo de contato.

Deste modo, apesar do PLGA ser considerado um polimero hidrofébico, como todos os
angulos de contato foram menores de que 90° e especificamente para a agua menor que 65°,
temos que todas as superficies das nanoparticulas de PLGA sdo hidrofilicas, de acordo com esta
definicdo. As medidas de angulo de contato mostraram a diferenca de hidrofobicidade entre os
sistemas € dependente do tipo de tensoativo avaliado, e dentre destes grupos observa-se a
contribuicdo do 5-ALA na superficie destas particulas. Esses resultados mostram que a
mudanga na quimica da superficie teve uma influéncia significativa na molhabilidade
(hidrofilica ou hidrofébica), pois, os grupos funcionais polares (-OH) interagem mais
facilmente com as moléculas dos polimeros hidrofilicos (PVA e PEG), aumentando a
propriedade de molhabilidade dos filmes de nanoparticulas (quanto menor o angulo de contato
maior a molhabilidade dos sistemas, como observado para os sistemas B e C com ativo) e
diminuindo a tensdo superficial dos mesmos. (117-119)

O 5-ALA, tem menos influéncia nos sistemas B e D, e mostra que os sistemas C e E sdo
semelhantes quanto a dispersividade. Quanto a polaridade o 5-ALA aumenta a interagdo, mas,
para os sistemas A e D, a polaridade é menor. O ativo ndo apresenta diferenca de polaridade
para o sistema B. Portanto, a energia de superficie aumenta, quando maior a polaridade
(hidrofobicidade) das nanoparticulas, assim, como observado para os sistemas com PEG como
(sistemas B, C, E em ordem), quanto ao aumento de polaridade.

As superficies revestidas apenas com PVA sdo menos polares e diminuem a energia de
superficie. Considerando o grau de mudanca de energia de superficie causado pela modificacdo

de PEG-PVA, pode-se considerar que a mudanca de energia é relacionada mais ao PEG400 do
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que a contribuicdo do PVA na interface, mas é clara a influéncia do ativo. Na literatura é visto
que a estabilizacdo de nanoparticulas com Pluronic (ndo i6nico) modifica consideravelmente a
energia de superficie de nanoparticulas de PLGA. Isto é um dado, que complementa o
observado nas analises de potencial Zeta, pois, 0 PEG400 pode aumentar as interacOes estéricas
repulsivas, capazes de prevenir a desestabilizacdo destas particulas, alem de ser um forte
indicativo da funcionalizacdo eficaz com o PEG400 (120). Os resultados se complementam de
acordo com o observado no aumento da condutividade e o analisado nos espectros UV ap0s a
adicéo do 5-ALA.

A tensdo superficial da pele humana é aproximadamente entre 27 mJ.m? e 28 mJ.m?, e
formulagcbes transdérmicas com igual valor ou inferior, podem facilitar a aderéncia das
nanoparticulas na pele facilitando a permeacdo. (116) Embora, as particulas aqui tenham sido
obtidas energia de superficies maiores do que a pele, outros fatores devem ser considerados
como a associacao dos tensoativos e a incorporacdo das solugdes de nanoparticulas em bases
farmacéuticas, que possam diminuir a energia de superficie dos sistemas. Na literatura, 0
revestimento com tensoativos ndo-iénicos como o Pluronic F-127, por exemplo, aumentou
significativamente a penetragdo de particulas em lipidios (120), assim, espera-se que 0S

sistemas estabilizados com PVA-PEG potencializem a permeacao na pele.

Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os estudos espectrométricos (que constam como FTIR e RMN) mostram a interacdao do
ativo com a matriz de PLGA e a influéncia do PVA e PEG400 nos sistemas. Este dado é
importante para se concluir sobre as analises de superficie das nanoparticulas. A figura 17
representa as analises de FTIR para as amostras de (A) 5-ALA, (B) PEG400,(C) PLGA e (E)
PVA. Apos a analise de cada material, fez-se o estudo detalhado das nanoparticulas. Uma
analise completa dos grupos funcionais atribuidos para cada um destes materiais estdo
apresentados no APENDICE B na tabela 21, tabela 22, tabela 23 e tabela 24, respectivamente
para as amostras (A), (B), (C) e (D).
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Figura 17 - Anélises de FTIR para as amostras (A) 5-ALA, (B)PEG400, (C) PLGA e (D) PVA.
Fonte: Elaborada pela autora.

Depois de se analisar cada material, fez-se o estudo detalhado das nanoparticulas. Na

figura 18 (A) o pico em 3321,42 cm™ ¢ atribuido ao grupo hidroxila do alcool polivilinico. O

pico da hidroxila da nanoparticula A-DE-PVA tem um pico, que desaparece na presenca do 5-

ALA na amostra A-DE-PVA-ALA. Isso indica que o grupo hidroxila de dupla emulsao esta
ligado ao 5-ALA. (121) Além disso, na figura 18 (A), pode-se observar que o PVA tem um
grupo funcional vasC-O tipico em 1219,01cm™ e vsC-O em 1097,50 cm™. (121) Na regido

carbonila, 0 pico vsC=0 é encontrado em 1697,36 cm™ para a emulséo dupla sem ativo.
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Figura 18 - Andlises de FTIR, para as nanopartpiculas com ativo e sem ativo, para os sistemas (A) A-DE-PVA e
A-DE-PVA-ALA, (B) B-SE-PEG e B-SE-PEG-ALA, (C) C-SE-PEG-PVA e C-SE-PEG-PVA-ALA,
(D) D-SE-PVA e D-SE-PVA-ALA,(E) E-DE-PEG-PVA e E-DE-PEG-PVA-ALA.
Fonte: Elaborada pela autora.
A insercdo do ALA na dupla emulsdo, muda a frequéncia e aumenta a largura de banda
de v C-0O, além de aumentar e ampliar o pico vsC=0, mostrando que o 5-ALA afeta a regido
éster das duplas emuls@es. A variagdo induzida pelo ativo na frequéncia de vsCH de 2924,09

cm™ a 2926,01 cm™?, indica um aumento do ndmero da ligagdo gauche na regido do metileno.
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(122) Isso se deve a diminuicao das interacfes de Van der Waals, permitindo um aumento na
distancia entre as cadeias de metileno do sistema, reduzindo o empacotamento molecular. (122-
123) No espectro do FTIR figura 18 (D) é possivel observar um pico amplo referente ao grupo
-OH em 3300,20 cm™. Esta banda esta localizada na faixa de frequéncia de 3.200,00 cm™ a
3.570,00 cm™, é tipica do hidrogénio ligado intra e intermolecular. (124,125) Considerando o
sistema testado, as ligacdes de hidrogénio ocorrem entre cadeias de PVA, devido as suas
maiores forcas hidrofilicas. (125) Além disso, um pico observado a 1222,87 cm™ esta
relacionado ao alongamento assimétrico das ligagdes vasO-C-C (121,125). Ainda, pelas analises
da figura 18 (D), pode-se verificar que a presenca do 5-ALA promove 0 aumento da intensidade
do pico de alongamento em relagdo a -C=0, -OH e -O-C-C. O aumento da intensidade das
bandas vsCH2 e vasCH> dos polimeros resulta da interagdo com o 5-ALA. (126)

A diminuicdo da frequéncia em relagdo a vsCH> e vasCH2, respectivamente, figura 18
(D), bem como a reducdo de seus valores de largura de banda, indica a reducdo de isomerizacéo
e a diminuicdo do movimento do metileno induzida pelo 5-ALA. Essas varia¢@es indicam uma
organizacdo paralela dos grupos metileno, que ¢ estabilizada pelas interacdes de Van der Walls,
promovidas pela insercdo do ativo no sistema (123,127).

Ainda na figura 18 (D) a diminui¢do na frequéncia de vC=0 mostra que o ALA nio
perturba o grau de hidratagcdo do sistema, relacionado a quantidade de ligagdes de hidrogénio.
(128-130) No entanto, a diminuicdo induzida pelo 5-ALA em relagdo a largura de banda vC=0
sugere uma restricdo no movimento molecular da carbonila. Por fim, a influéncia do 5-ALA na
regido éster dos polimeros também é demonstrada pela diminuicdo da largura de banda em
relagdo ao vC-O-C. As amostras do sistema A e D mostram, portanto, que 0 5-ALA interfere
nas ligacdes dos sistemas, mas € possivel ver a maior interacdo do ativo no sistema de simples
emulsdo. Assim, o ativo esta adsorvido nas regides de superficie das nanoparticulas, e o tipo de
emulsdo pode favorecer estes tipos de ligacdo, onde o PVA interage significativamente nos
sistemas com as ligacdes realizadas com o ativo. Com estes estudos mostra-se que a depender
do método para se obter as emulsGes ha diferencas na superficie das particulas.

As atribuicBes dos picos e grupos funcionais para os sistemas de nanoparticulas
obtidas por dupla emulsdo (A-DE-PVA e A-DE-PVA-ALA) e simples emulsédo (D-SE-PVA e
D-SE-PVA-ALA), estdo apresentadas na tabela 9.
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Tabela 9 - Comparacdo das atranui¢Ges analisadas por FTIR entre as ananoparticulas obtidas por dupla emulsdo
(A-DE-PVA e A-DE-PVA-ALA) e e simples emulséo (D-SE-PVA e D-SE-PVA-ALA), para sistemas
estabilizados com PVA, indicando os grupos funcionais apds a adi¢do do 5-ALA.*

A-DE-PVA A-DE-PVA-ALA D-SE-PVA D-SE-PVA-ALA

Frequéncia Frequéncia Grupo Frequéncia Frequéncia Grupo
(cm™) (cm™) funcional (cm™) (cm™) funcional
2924.09 2926.01 vsCH 2949.16 2893.22 vsCH2
2852.72 2852.72 vasCH 2891.30 2837.29 vasCH2
1697.36 1697.36 vsC=0 1699.29 1697.37 vC=0
1097.50 1093.64 vC-0O 1095.57 1093.64 vC-0

Fonte: Elaborada pela autora.
Na figura 18 (B), tem-se que a interacdo dos polimeros de nanoparticulas com o 5-

ALA desloca as frequéncias de vsCH2 e vasCH2 para valores mais elevados, indicando um
aumento da isomerizacdo trans gauche, relacionado as intera¢fes core shell da particula. Um
aumento da largura de banda vasCH2 pode confirmar a menor restricdo no movimento dos
metilenos, uma vez que esta banda ¢ mais sensivel que vsCH2 as mudancas no grau de
mobilidade. Por outro lado, 0 aumento na largura de banda vC=0 mostrou um aumento
induzido pelo 5-ALA na mobilidade da carbonila. Nenhuma interacéo do ativo significativa foi
detectada no grupo vC-O-C, este ja era um resultado esperado dado as caracteristicas dos
sistemas (com aparente sobra polimérica no decorrer das sinteses). As atribui¢es dos picos e
grupos funcionais para o sistema de nanoparticulas obtida por simples emulsdo (B-SE-PEG e
B-SE-PEG-ALA), estdo apresentadas na tabela 10.

Tabela 10 - AtribuicBes analisadas por FTIR entre as nanoparticulas obtida por simples emulsdo (B-SE-PEG e B-
SE-PEG-ALA), para sistema estabilizados com PEG400, indicando os grupos funcionais apos a adigao

do 5-ALA.
B-SE-PEG B-SE-PEG ALA
Frequéncia (cm™) Frequéncia (cm™) Grupo funcional
2922.16 2945.30 vsCH2
2850.79 2883.58 vasCH2
1697.36 1699.29 vC=0
1093.64 1093.64 vC-O-C

Fonte: Elaborada pela autora.
Na figura 18 (C), o pico do grupo PVA -OH na amostra C-SE-PEG-PVA néo foi

observado, indicando uma forte interacdo com o PEG400. Estes resultados sugerem que além
do PEG400 estar no sistema como tensoativo, este funcionaliza as nanoparticulas. Uma

sobreposicdo de bandas de metileno (vsCH2 e vasCHa) foi observada em 2949,16 cm™ para o

4 v (stretching, alongamento), vs (symetric stretching, alongamento simétrico), va.s (asymetric stretching,
alongamento asimétrico).
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espectro da amostra C-SE-PEG-PVA-ALA. Antes da interacdo com o 5-ALA, o pico de
alongamento do grupo hidroxila dos polimeros foi verificado em 3518,16 cm™ no espectro.
Apbs a interagdo com 5-ALA, este pico mudou para 3115,04 cm™. Ndo foram observadas
alteracBes no pico vC=0 apods a inser¢do do 5-ALA no sistema, mas, foi observada uma
interacdo discreta do ativo no grupo -C-O-C, sugerida pela diminuicdo da largura de banda do
vC-O-C.

No espectro de FTIR figura 18 (E), da amostra E-DE-PEG-PVA foi possivel observar
0 pico do grupo -OH (banda de absor¢do em 3325,28 cm™), presente tanto nas estruturas de
PVA quanto na de PEG. O ombro discreto em 1093,64 cm™ pode estar relacionado a
contribuicdo de PVA e PEG (grupos vC-O). A variag¢ao da largura de banda vC-O indica a
influéncia do ALA naregido interfacial da emulsdo dupla. O aumento na largura de banda vaCH
mostra que o ALA pode aumentar a mobilidade da regido hidrofébica, como é observado nas
medidas de angulo de contato e energia de superficie. (129) Além disso, nenhum grupo
hidroxila ligado ao 5-ALA foi detectado por FTIR, uma vez que nenhuma alteracdo no ombro
dessa banda foi encontrada. As atribuigdes dos picos e grupos funcionais para os sistemas de
nanoparticulas obtidas por dupla emulsdo (E-DE-PEG-PVA e E-DE-PEG-PVA-ALA) e
simples emulsdo emulsdo (C-SE-PEG-PVA e C-SE-PEG-PVA-ALA), estdo apresentadas na
tabela 11:

Tabela 11 - Comparacdo das atribui¢des analisadas por FTIR entre as ananoparticulas obtidas por dupla emulséo
(E-DE-PEG-PVA e E-DE-PEG-PVA -ALA) e e simples emulsdo (C-SE-PEG-PVA e C-SE-PEG-PVA
-ALA), para sistemas estabilizados com PVA e PEG, indicando os grupos funcionais ap6s a adi¢do do

5-ALA.

C-SE-PEG-PVA C-SE-PEG-PVA- E-DE-PEG- E-DE-PEG-PVA-
ALA PVA ALA

Frequéncia Frequéncia Grupo Frequéncia Grupo funcional Grupo
(cm™) (cm™) funcional  (cm™) funcional
2947.23 2949.16 vsCH2 2922.16 2922.16 vsCH
2885.51 - VasCH2 2852.72 2852.72 vasCH
1697.36 1697.36 vC=0 1699.29 1697.36 vsC=0
1093.64 1093.64 vC-O-C 1093.64 1093.64 vC-O

Fonte: Elaborada pela autora.
O PEG gera uma restrigdo do movimento do grupo -CH, na dupla emulséo E-DE-PEG-

PVA figura 18 (E), evidenciada pela reducdo do PEG da largura de banda do vasCH, afetando,
também, a regido éster da dupla emulsdo, uma vez que foi observada uma reducéo na largura
de banda de vC-O. (129) Um pico tipico do grupo hidroxila € mostrado em ambos os espectros,
equivalente as amostras E-DE-PEG-PVA figura 18 (E) e D-DE-PVA figura 18 (A). Isso indica
que o PEG néo interfere na ligagdo entre os grupos hidroxila do PVA e um agente externo,

portanto, funcionalizando as particulas. (121) Além disso, a insercdo do PEG na dupla emulsao
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E-DE-PEG-PVA afetou apenas a interface do sistema, prevista pela reducdo da largura de banda
do pico vC-O, mostrando que o grupo hidroxila ndo esta ligado a outro agente, devido ao ombro
inalterado do pico da hidroxila. As atribui¢cdes dos picos e grupos funcionais para os sistemas
de nanoparticulas obtidas por dupla emulsdo (E-DE-PEG-PVA e E-DE-PEG-PVA-ALA) e (A-
DE-PEG-PVA e A-DE-PEG-PVA-ALA), estdo apresentadas na tabela 12:

Tabela 12 - Comparacdo das frequéncias por FTIR para os sistemas obtidos por dupla emulsdo, mostrando a
influéncia do PEG.

A-DE-PVA E-DE-PEG- A-DE-PVA- E-DE-PEG-

PVA ALA PVA- ALA
Frequéncia Frequéncia Grupo Frequéncia Frequéncia Grupo
(cm™) (cm™) funcional (cm™) (cm™) funcional
2924.09 2922.16 vs CH 2922.16 2922.16 vsCH
2852.72 2852.72 vasCH 2852.72 2852.72 vasCH
1697.36 1699.29 vsC=0 1697.35 1697.36 vsC=0
1097.50 1093.64 vC-O 1093.64 1093.64 vC-O

Fonte: Elaborada pela autora.
Novamente, estas analises indicam que o tipo de emulsao tem influéncia na formacéo

das nanoparticulas, além de comprovar a funcionalizacdo do PEG e a interacdo do ativo na

superficie das mesmas, estando de acordo com os resultados anteriores.

Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear de atomos de hidrogénio (1H-RMN)

Para se complementar os estudos de superficie, analisamos os espectros de RMN. o0s
espectros da indica que figura 19 (A) 5-ALA em D20 onde tem-se os trés picos principais
correspondem ao grupo -CHz em ~2,7 ppm (t), o grupo -CH2 em ~2,90 ppm (t), e 0 -CH2 grupo
a ~4,14 ppm (s), figura 19 (B) PEG em D.O com um sinal em 3,65 ppm que pertence a -
CH,>CH20 protons do metileno, figura 19 (C) PLGA em acetona mostrando trés sinais bem
claros que correspondem ao polimero (o grupo metil do acido polilatico (LA) a ~1,5 ppm (1),
0 grupo -CH de LA a ~5,2 ppm, e o grupo -CH: do &cido poliglicélico (GA) e em ~4,8 ppm é
associado a acetona-D6 e figura 19 (D) PVA em D,0O, mostrando um multipleto a 1,5-1,9 ppm
para CH2 e um pico largo 3,9-4,1 ppm para -CH. (131-134)
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Figura 19 - Espectros de RMN (A) 5-ALA em D0, (B) PEG em D0, (C) PLGA em acetona e (D) PVA em D;0.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Para as nanoparticulas temos que a figura 20 (A) para a amostra A-DE-PVA apresenta
0 pico na faixa de 3,9 a 4,1 ppm que € atribuido ao préton metino do PVA (-CH) e o pico amplo
a 1,50 ppm representa uma sobreposicao dos grupos -CHz e CH> das estruturas PLGA e PVA,
respectivamente. (132-135) Como o PLGA, é um copolimero de &cido polilatico (LA) e &cido
poliglicolico (GA), ha a observacdo nitida da contribuicdo destes nos espectros. A figura 20 (B)
mostra 0s espectros para as nanoparticulas A-DE-PVA-ALA, onde a adi¢do de ALA na amostra
de PVA-PLGA foi confirmada pela presenca de picos em 2,7 e 2,9 ppm relativos a grupos a -
CH> das nanoparticulas. (131)
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As medidas dos tempos de relaxacdo T: fornecem informagGes sobre o movimento
rotacional de grupos especificos em uma molécula, uma vez que este parametro é sensivel as
interacGes intermoleculares. (136-139) Foi realizado a recuperacdo de FID de préton de grupos
PVA —CH, e —CH, antes e depois da interacdo com ALA, construindo uma curva onde 0S
valores de T; foram calculados e estdo listados na tabela 13. O ALA induziu um discreto
aumento nos valores de PVA Ty, reduzindo a taxa de rotacdo dos metilenos do tensoativo.
(140,141)

Tabela 13 - Efeito do 5-ALA nos tempos de relaxacéo de spin-rede de 1H NMR (T1) em comparagao aos sistemas
obtidos por simples (D-SE-PVA e D-SE-PVA-ALA) e dupla emulsdo (A-DE-PVA e A-DE-PVA-

ALA).

T1(s)
Pico A-DE- A-DE-PVA-ALA A D-SE-PVA D-SE-PVA- A

PVA ALA
—CH: (PVA) 0.1273 0.1378 0.0105 0.2090 0.1331 -0.0759
(1.85-1.16 ppm) (7.62%) (36.32%)
—CH (PVA) 0.1268 0.1314 0.0046 0.1870 0.1159 -0.0711
(4.00-3.76 ppm) (3.50%) (38.02%)

Fonte: Elaborada pela autora.
O espectro B-SE-PEG figura 21 (A) mostra pico acentuado a 3,65 ppm, correspondendo

aos grupos de metileno -CH>CH>0 do PEG mostrando a influéncia no sistema. Este pico foi
também encontrado no espectro de B-SE-PEG-ALA figura 21 (B), onde € possivel ser

observado picos tipico do 5-ALA em ~2,7 ppm (t) e o0 grupo CH2 em ~2,90 ppm (t). (131)
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Figura 21 - NMR de nanoparticulas obtidas por simples emulséo (A) B-SE-PEG e (B) B-SE-PEG-ALA, mostrando
a interacdo do 5-ALA.

Fonte: Elaborada pela autora.

A tabela 14 mostra a recuperacdo FID de prétons do PEG —CH>CH.O, antes e ap0s a interagédo
com ALA, com os tempos de T1(s) calculados. Os resultados descritos mostraram que 0 ALA
diminuiu em 8,42% os valores T1 dos protons PEG —CH2CH20. Isso sugere que o ALA

aumenta 0 movimento de rotacdo na regido do PEG.

Tabela 14 - Efeito do 5-ALA nos tempos de relaxacéo de spin-rede de 1H NMR (T1) no sistema de simples emulséo
B-SE-PEG e B-SE-PEG-ALA , estabilizados por PEG.

Pico T1(s)
B-SE-PEG B-SE-PEG-ALA A
CH2CH20 (3.6-3.1 ppm) 0.1663 0.1549 "0.014 (8.42%)

Fonte: Elaborada pela autora.

Os espectros C-SE-PEG-PVA e C-SE-PEG-PVA-ALA sdo mostrados na figura 23 (A)
e (B) , respectivamente. Como citado antes, o pico acentuado em 3,65 ppm corresponde a
grupos metileno —CH2CH20 do PEG e entre 3,9 ppm e 4,1 ppm esté relacionado a estrutura do
PVA (133,134). O pico amplo a 1,50 ppm representa uma sobreposi¢do dos grupos —CHsz— e
CHo- das estruturas PLGA e PVA, respectivamente. (132-135) O espectro de C-PEG-PVA-
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ALA figura 23 (B) mostra os picos de prétons tipicos do grupo —CH2 do ALA em ~2,7 ppm (t)
e do grupo CH2 em ~2,90 ppm (t) (131).

Os espectros de D-SE-PEG-PVA e D-SE-PEG-PVA-ALA sao mostrados na figura 23
(C) e (D) , respectivamente. O pico em 3,65 ppm corresponde aos grupos —CH2CHa. O grupo
metileno do PEG entre 3,9 ppm e 4,1 ppm é encontrado também na estrutura do PVA. O pico
amplo a 1,50 ppm representa uma sobreposigdo dos grupos —CHz e —CH> das estruturas PLGA
e PVA, respectivamente. O espectro de D-SE-PEG-PVA-ALA também mostra os picos de
prétons tipicos do grupo 5-ALA —CHz em ~2,7 ppm (t) e do grupo —CHz2 em ~2,90 ppm (t).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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A tabela 15 mostra a recuperacdo de FID de RMN dos grupos PVA —CH, e —CH e do
grupo PEG —CH.CH0, antes e apds a interacdo com ALA, para os sistemas simples emulséo
(A) C-SE-PEG-PVA e (B) C-SE-PEG-PVA-ALA e dupla emulsio (C) E-DE- PEG-PVA e (E)
E-DE-PEG-PVA-ALA.

Tabela 15 - Efeito do 5-ALA nos tempos de relaxacdo de spin-rede de NMR (T1) em compar¢do aos sistemas
obtidos por simples (C-SE-PEG-PVA e C-SE-PEG-PVA-ALA) e dupla emulséo (E-DE-PEG-PVA e
E-DE-PEG-PVA-ALA).

Pico T1(s)

C-SE- C-SE- A E-DE- E-DE- A

PEG-PVA PEG-PVA- PEG-PVA  PEG-PVA-

ALA ALA

—CH2 (PVA) 0.1535 0.1386 -0.0149 0.1872 0.1421 0.0451
(1.85-1.16 ppm) (9.71%) (24.09%)
—CH (PVA) 0.1266 0.1199 -0.0067 0.1317 0.1148 0.0169
(4.00-3.76 ppm) (5.29%) (12.83%)
CH2CH:0 (PEG) 0.1461 0.1518 0.0057 0.1487 0.1268 0.0219
(3.6-3.1 ppm) (3.75%) (14.73%)

Fonte: Elaborada pela autora.

Para os sistemas obtidos por simples emulsdo, os resultados apresentados indicam que
0 ALA tem um leve efeito em todos os grupos dos polimeros testados, reduzindo os valores de
T1 para 0s grupos PVA e aumentando muito discretamente para o grupo PEG. Assim, 0 5-ALA
desordena os grupos de PVA, mas tem um efeito ligeiramente restrito, ou quase nenhum, nos
grupos de PEG. Isto indica a forte interacdo do ativo com o PVA.

Para os sistemas obtidos por dupla emulsdo, o 5-ALA reduziu os valores T1 do PVA e
PLGA, reduzindo o empacotamento molecular na regifo hidrofobica. E importante notar que
este efeito € oposto ao relacionado com a dupla emulsdo A-DE-PVA, talvez por influéncia do
PEG, assim como foi observado a mesma relacdo nos espectros de UV-Vis. Portanto, 0s
resultados apresentam uma provavel competicdo entre o PVA e PEG para interagir com o 5-
ALA. O 5-ALA interage mais com as regides do metileno quando o PEG esta no sistema, isto
é possivel porque o PEG tem um papel espacador nas camadas da superficie formada, e assim
0 ALA se insere mais profundamente no sistema E-DE-PEG-PVA, do quem em relagdo ao A-
DE-PVA, isto €, 5-ALA fica mais disponivel no core shell da particula ao interagir com o PEG.
Assim, considerando as interacdes moleculares, é provavel que o PEG interaja mais fortemente
com o ALA do que com o PVA, possivelmente tornando o perfil de liberagéo do 5-ALA mais

lento do que no caso dos sistemas sem o tensoativo PEG.
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Fica facil de entender estas interacdes, quando comparamos 0s espectros das duplas
emulsdes dos sistemas A e D, figura 20, e observamos que o pico encontrado na faixa entre 3,9
ppm a 4,1 ppm é atribuido ao proton metino do PVA (-CH) e o pico amplo a 1,50 ppm
representa uma sobreposi¢cdo dos grupos -CHz e -CH: das estruturas PLGA e PVA,
respectivamente. O espectro das emulsdes duplas D-DE-PEG-PV A mostra, também, um grande
pico a 3,65 ppm, correspondendo aos grupos metileno -CH2CH,0 do PEG. Quando olhamos o
efeito de Ty, tabela 16, a inser¢do de PEG em nanoparticulas de PVA-PLGA aumenta os valores
T1 dos grupos PVA -CH; e -CH em 32% e 3,7%, respectivamente, mostrando que o PEG

diminui 0 movimento rotacional dos grupos de PVA no sistema.

Tabela 16 - Efeito do PEG em sistemas PVA-PLGA. Tempos de relaxacdo de spin-rede de 1H NMR (T1, s).

PVA-PLGA PEG-PVA-PLGA A
—CH, (PVA) (1.85-1.16 ppm) 0.1273 0.1872 0.0599
~CH (PVA) (4.00-3.76 ppm) 0.1268 0.1317 0.0049

Fonte: Elaborada pela autora.

Finalmente, as analises aqui apresentadas mostram as diferencas de superficies para
os diferentes métodos. Esta € uma etapa muito importante e que contribui significativamente

com a literatura especifica de obtencdo de sistemas de nanoparticulas poliméricas.

4.2.3 Estabilidade fisico-quimica dos sistemas de nanoparticulas

Estabilidade forcada do 5- &cido aminolevulinico em funcéo do tempo

A estabilidade forcada do 5-ALA (PDT Pharma) em solucdo aquosa para a
compara¢do com os sistemas com ativo, € uma etapa qualitativa e quantitativa importante para
se associar possiveis degradacdes nos sistemas de nanoparticulas, ja que sdo obtidas e mantidas
em meio aquoso. O grande aumento do uso do 5-ALA em terapia fotodindmica requer o
desenvolvimento de solugGes quimicamente estaveis, principalmente para ndo se ter a
dimerizacdo da molécula, o que pode levar a formacdo de produtos quimicos ndo desejaveis.
(24) A figura 23 mostra que nas concentragdes e temperaturas analisadas ndo houve mudancas
significativas de pH e no final das analises ndo houve mudanca de coloragéo das solucdes. No
entanto, para a temperatura de 40°C e o ciclo ha uma maior instabilidade ao longo do tempo.
Segundo a literatura, uma solucéo de ALA, 20,3 g.mL™, no pH 1,7, ajustado com écidos fortes
como HCL (1N), ndo apresenta mudancas significativas de pH, durante seis semanas, a 40°C,

enquanto houve a degradacédo de 5% do ALA em agua (sem ajuste de pH) pura nas mesmas



117

condicdes de armazenamento. (142) O pH das solucdes e a concentracdo é um fator muito
importante para a estabilizacdo da molécula em solucdo aquosa.

Segundo Cerize (21), para a maioria dos sistemas que incorporam o 5-ALA os pH séo
muito acidos, o que pode interferir na conversdo e produgdo de protoporfirina IX. O pH do meio
pode ser aumentado para os valores de pH 7 a pH 7,5 0 que podem potencializar a producao de
protoporfira 1X, mas o pH fisioldgico pode comprometer a estabilidade dos sistemas, pois, neste
pH a molécula do 5-ALA sofre dimerizacdo. Outro ponto da literatura (23,25) é que solucdes
em pH 3,0 (ou menores) apresentam maiores estabilidades do que aquelas mantidas em pH 7,
apresentando estabilidades de 37 horas, quando mantidas a 50°C, no entanto estes resultados
sdo dependentes também da concentracdo do ativo em solucdo e da temperatura de
armazenamento. Quanto mais baixo a concentracdo em pH fisioldgicos, menores a chance de
degradacéo do ativo.

Para Novo et al. (25) quando o ALA é mantido no pH 2,35 o 5-ALA fica estavel pois
0 seu grupo amino fica protonado, e estando protonado nédo reage com o grupo cetona de outras
moléculas presentes no meio e nao ocorre a dimerizagdo. Quando had uma maior concentracdo
de prétons no meio (relacionado ao tempo de reacao) o pH diminui e tornando-se de coloracao
amber-amarelada. Deste modo, os pHs das solu¢fes das nanoparticulas foram mantidos no pH
acido para retardar o processo de degradacdo. Como o 5-ALA esta presente adsorvido na
superficie e entre as cadeias poliméricas do PVA e do PEG400, esta é uma etapa importante no
desenho destes sistemas.

E importante destacar que estas analises nfo apresentam-se na concentracéo tedrica do
5-ALA utilizado nas nanoparticulas de PLGA se ha produtos de degradacdo (para isso seria
necessario analises por espectroscopias como RMN ou UV-vis), apenas mostra o
comportamento da molécula em meio aquoso, sem ajuste de pH ou adicdo de conservantes.

Trabalhamos com a medida de pH como indicativo de estabilidade ao longo do tempo.
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Figura 23 - Estabilidade forcada do 5-ALA em meio aquoso, por quatro dias consecutivos, a temperatura de 4°,
250, 40°C e ciclo (24h a 4° e 24h a 40°C).

Fonte: Elaborada pela autora.

Estabilidade forcada das nanoemulsdes em funcdo do tempo (centrifugacdo 3000 rmp e
temperatura 56°C)

Os testes de estabilidade forcada ou acelerada em funcdo do tempo (centrifugacéo
3000 rpm e temperatura 56°C) implicaram na tomada de decisdo quanto a escolha das
nanoemulsdes com perspectiva para serem produtos farmacéuticos embasados em qualidade,
seguranca e eficacia. Para se aumentar a confiabilidade da interpretacédo dos resultados incluiu-
se em todas as analises dois sistemas como material de referéncia (um embasado na literatura,
que é o sistema denominado A, representando a influéncia na formacdo e estabilidade do
tensoativo PVA e o sistema denominado como B, representando a influéncia do PEG).

Em estagios iniciais de desenvolvimento, condicdes extremas de temperatura e
umidade sdo investigadas nao apenas para prever e identificar os produtos de degradacéo (que
podem ser encontrados ao longo do tempo) mas, também, para avaliar as condi¢Ges de
armazenamento, para os candidatos a produtos promissores para a industria (143). No teste
forcado de centrifugacdo o aumento de mobilidade das particulas em solug&o, relacionado a
aplicagdo da forca centrifuga pode potencializar a precipitacdo das nanoparticulas, simulando
um aumento forca/aceleragé@o que o produto esta submetido. (67) Isto € semelhante ao que pode
acontecer em meios de transporte terrestres e aéreos destas particulas, da inddstria até o
consumidor final. Ambos séo testes de carater investigativo quantitativo e qualitativos.

Para os testes de centrifugacdo, figura 24, APENDICE B, as nanoemulsdes
apresentaram estabilidade de pH no final de trés ciclos de agitacdo de 3000 rpm, por 30 minutos

cada. As amostras para os sistemas D-SE-PVA e E-DE-PEG-PVA, apresentaram a maior
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variacdo de pH entre o primeiro e o terceiro ciclo (com diferenca de 3,72% e 8,03%,
respectivamente para cada sistema). Quanto as avaliagcGes organolépticas os sistemas com ativo
ndo apresentavam corpo de fundo e ndo se observou-se alteracdo de pH significativas para
nenhum dos sistemas com a presenca de PEG-PVA como tensoativos. Como j& era esperado, 0
sistema B-SE-PEG foi o menos instavel, embora pelas caracteristicas organolépticas da
emulsdo, ndo tenha se observado separacao de fases. A diferenca entre o pH inicial e o final foi
de 4,46%, 4,08% e 1,42%, respectivamente para os sistemas B-SE-PEG-ALA, C-SE-PEG-
PVA-ALA e E-DE-PEG-PVA-ALA. A amostra D-SE-PVA foi a Unica que era possivel
observar separacdo de fase com a formacéo de corpo de fundo denso e a amostra E-DE-PEG-
PVA apesar de apresentar maior turbidez de meio e separacdo de fase, ndo havia a presenca de
corpo de fundo. O teste de centrifugacdo, ndo foi um teste de exclusdo, pois, ndo houve
evidéncias de desestabilizacdo dos sistemas que implicavam em reformula¢Ges dos mesmaos.

A partir do resultado anterior as sinteses foram submetidas a estabilidade forcada ou
acelerada em funcao do tempo, através de uma condicdo extrema de temperatura (56°C) (67),
APENDICE B, figura 66. Nas avaliacdes ao final de 48 horas de estudo percebeu-se que as
emuls@es ficavam mais translicidas, indicando a sedimentacdo, confirmadas pelo aumento da
distribuicdo de tamanho ao término do estudo. A alteracdo da temperatura levou a mudancas
no pH e potencial Zeta, explicados pela presenca de grupos funcionais ou espécies idnicas no
meio e na superficie das nanoparticulas (33). No final das analises as emulsdes com a presenca
do PVA estavam mais transltcidas quando comparadas ao inicio do estudo, com a presenca de
corpo de fundo para as amostras de PVA-PEG. No entanto, este também ndo foi um teste de
exclus&o dos sistemas.

Em comparacdo ao 5-ALA livre, observa-se que o ativo nas nanoparticulas se
apresentam mais estaveis, este € um resultado que mostra a eficiéncia de sistemas
nanoestruturados na protecdo de moléculas de principio ativos hidrofilicos, resultados
semelhantes foram observados para outros trabalhos com o mesmo ativo, e matrizes de

quitosana. (83)
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Figura 24 - Teste de estabilidade forcada em fung&o do tempo (8000 rpm) (A) sistemas com PVVA como tensoativo
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Fonte: Elaborada pela autora.

Diferencas de estabilidade fisico-quimicas em relacéo a temperatura de armazenamento das
amostras ao longo do tempo

A estabilidade de emulsBes é um processo termodindmico complexo e muitos estudos
sdo basicamente para entender estes processos. A instabilidade, normalmente, é devido aos
efeitos de superficie, pois uma Unica fase sélida teria o estado de menor energia. No entanto, é
possivel que esses sistemas sejam cineticamente estaveis, dependendo de sua vida datil. O
controle dessa estabilidade € de grande importancia no desenvolvimento de sistemas para usos
terapéuticos, como é proposto neste trabalho. (144)

Os estudos seguintes de estabilidade em tempo real, foram realizados em condic¢des
menos sevaras de temperaturas, 0 que ajuda a prever a vida Util das nanoparticulas, através da
avaliacdo do processo da cinética de degradacdo. Nos testes de estabilidade a cinética de
degradacédo é aumentada em funcdo da temperatura, sendo avaliada através de parametros como
pH, didmetro hidrodinamico, polidispersidade e potencial Zeta. As amostras das nanoparticulas
(de mesmo lote) foram usadas para estudar o efeito da temperatura de armazenamento (4°C,
25°C, 40° C e um ciclo entre 4°C e 40°C) para se analisar sobre a estabilidade fisica durante
um periodo de 40, 60 ou até 720 dias, dependente da temperatura. Este € um estudo de
exclusdo,para se optar a melhor temperatura de armazenamento para estas amostras. A tabela
17, indica os pH em solugdo aquosa 20°C para 5-ALA, PVA, PEG400 e suas misturas. De
acordo com a tabela 17 e observando os dados apresentados na figura 25, as nanoparticulas com

ativo sofrem influéncia do 5-ALA, como ja era esperado, o que justifica elas serem mais acidas,
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este € um resultado que corrobora com as medidas de condutividade elétrica, FTIR e RMN

mostrando a influéncia do ativo nas emulsoes.

Tabela 17 - pH das solucbes aquosas (20£0,01) °C, para 5-ALA, PVA, PEG400 e suas misturas fisicas.

Material pH (u.a.) (20£0,01) °C
5-ALA (3,31+0,05)
PVA (5,36+0,03)
PVA+ALA (3,55+0,02)
PEG400 (6,01+0,02)
PEG400+ALA (3,64+0,05)
PEG400+PVA (5,85+0,03)
PEG+PVA+5-ALA (3,90+0,02)

Fonte: Elaborada pela autora.
Para a avaliacdo de pH dos sistemas, todos ficaram mais acidos ao decorrer das

andlises, independente da presenca ou nao do ativo. Na temperatura de 40°C, figura 25 (A-B),
ao final das analises as amostras ficavam, translicidas e com o aparecimento de corpos densos,
onde esta caracteristica ficava mais evidente para os sistemas A, D e E, em torno de sete dias
era possivel notar a diferenca de pH inicial, podendo ser associado a uma faixa de aglomeracao
de particulas.

Quando as amostras eram expostas a temperatura ambiente, figura 25 (C-D), foi
possivel notar que os sistemas com 5-ALA ficavam mais estaveis ao longo do tempo, isto €, a
faixa de estabilidade coloidal era observada ainda no inicio do grafico, onde € possivel observar
que ha uma variacao de decaimento linear para todos os sistemas mantidos nesta temperatura.
Para sistemas A e E, ao final de aproximadamente 40 dias, era possivel observar separacdo de
fase, embora, ao ser agitadas a emulsdo voltava a ficar monofésica por ao menos 3h, sendo,
portanto, ndo considerado desestabilizacdo total dos sistemas.

Comportamento semelhante ao anterior, foi encontrado nas analises a 4°C, figura 25
(E-F), embora as analises mostram que hd um comportamento estavel entre 7 e 40 dias, observa-
se que o decaimento torna-se mais instavel ao longo de 60 dias, apresentando maior variagdo
para o sistema C com ativo, as mudangas de pH entre 360 e 720 dias sdo observadas para 0s
sistemas A, C e D, que carreavam o ALA.

Para as amostras no ciclo, figura 25 (G-H) as amostras ficaram translucidas ao final
dos estudos, sendo possivel notar corpo de fundo para os sistemas A e E, e o sistema C com
ativo. Uma observacdo importante, € que o sistema D se mostra mais estvel que o sistema A,

enguanto os sistemas C e E desenvolvidos para estes estudos apresentam estabilidade ao longo
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do tempo similares. Logo, o tipo de emulsdo (simples ou dupla) implica em mudancas

importantes nos sistemas.
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Figura 25 - Os gréficos representam os valores de pH em funcdo do tempo, para diferentes temperaturas de
armazenamento. Em cada um dos gréaficos podemos ver os valores para nanoparticulas com e sem
ativo, para diferentes temperaturas de armazenamento: (A e B) 40°C; (C e D) 25°C; (E e F) 4°C; (G
e H) ciclo.

Fonte: Elaborada pela autora.

A estabilidade em termos de tamanho das nanoparticulas é definida como a preservagédo
da dimensionalidade durante o armazenamento, a varia¢ao de tamanho ao longo do tempo, pode
implicar, em mudancas na propriedade térmica do material, liberacdo do ativo para meio e entre
outros. (145)

No geral, observa-se que as particulas diminuem o tamanho ao longo do tempo, sendo
0s sistemas com 5-ALA mais estaveis. A estabilidade coloidal a 40°C, figura 25 (A-B) ocorrem
entre 7 e 30 dias, quando ndo ha variacdo de tamanho para o sistema D-SE-PVA-ALA e entre
7 e 20 dias para o sistema C-SE-PEG-PVA-ALA. O sistema que apresenta maior instabilidade,
ao final de 40 dias é o B-SE-PEG-ALA, mostrando que as interacGes para estabilizar as
particulas ndo eram suficientes. Para o ciclo, figura 25 (G-H), as amostras mostram um
comportamento semelhante ao se observado em 40°C.

Para a temperatura de 25°C, figura 25 (C-D), observou-se que o0s sistemas
permaneceram mais estaveis ao longo do tempo. O sistema A com 5-ALA permaneceu
constante ao longo do estudo, embora tenha apresentado separagédo de fase. O sistema C néo
apresentou variacao de tamanho ao longo do estudo, e para este sistema e o sistema E, 0 método
de obtengdo mostra diferenca significativa.

Quando armazenados a 4°C, figura 25 (E-F), observa-se que a variacdo de tamanho para
os sistemas, foi similar a temperatura de 25°C, embora para o sistema a maior variagdo, com o

intumescimento da particula, tenha ocorrido posterior a 100 dias de estudos.
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Figura 26 - Os gréficos representam os valores de didmetro hidrodindmico em fun¢do do tempo, para diferentes
temperaturas de armazenamento. Em cada um dos graficos podemos ver os valores para
nanoparticulas com e sem ativo, para diferentes temperaturas de armazenamento: (A e B) 40°C; (C e
D) 25°C; (E e F) 4°C; (G e H) ciclo.

Fonte: Elaborada pela autora.

Do mesmo modo se avaliou a polidispersdo dos sistemas. Todos as amostras
inicialmente indicaram bons indices de polidispersividade, uma vez que eram todos abaixo de
0,2. No entanto para as amostras a 40°C, figura 27 (A-B), observa-se que 0s sistemas variavam
até 1,1. As amostras em 25°C, figura 27 (C-D) ndo apresentaram mudancas de PDI ao longo do
tempo, mantendo-se abaixo de 0,4, e para a temperatura de 4°C e ciclo, figura 27 (E-G), o indice
manteve-se abaixo de 1,0.

Este pardmetro investigativo, € um indice importante de estabilidade visto que
representa a faixa de distribui¢do de tamanho de particulas. A heterogeneidade de tamanho de
particulas em suspensdo inicialmente é representada por indices de polidispersividade altos,
enquanto para varia¢des ao longo do tempo, indicam a formacdo de populacéo de particulas
que antes ndo existiam, que podem indicar a agregacdo ou degradacdo das particulas. Na
literatura, tem-se que indice de polidispersdo mais baixos (entre a faixa de 0,1-0,2) sdo mais

ideais, levando a distribuicdo de tamanho, na faixa estreita de tamanhos. (146)
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Figura 27 - Os gréficos representam as diferengas de PDI em funcéo do tempo, para diferentes temperaturas de
armazenamento. Em cada um dos gréaficos podemos ver os valores para nanoparticulas com e sem
ativo, para diferentes temperaturas de armazenamento: (A e B) 40°C; (C e D) 25°C; (Ee F) 4°C; (G e
H) ciclo.

Fonte: Elaborada pela autora.
Outro parametro importante avaliado foi o potencial Zeta. E importante destacar que

a solucgéo de PVA (25°C) apresenta carga de (-0,07£2,26) mV. enquanto que para a temperatura
de 0°C, acarga (-9,82+2,26) mV. Estes resultados mostram a importancia, como ja apresentado,
da temperatura de obtencdo de sintese, quando o sistema estabilizado apenas pelo PVA. A carga
é influenciada diretamente pela adicdo de PEG400, quando este & adicionado na solucéo de
PVA (a 0°C), onde a carga é de (-0,63+3,82) mV. No entanto, de acordo com as analises
anteriores observa-se que o 5-ALA interfere e influencia, na estabilizagdo dos sistemas, e isto
pode ser também observado pela diferenca de cargas entre 0s sistemas sem e com ativo.

Para 40°C, figura 28 (A-B), apresentou-se variacdo de carga ao logo do tempo, como
resultado da propria desestabilizacdo (separacao de fases, corpo de fundo, decaimento do pH,
intumescimento das particulas) dos sistemas como observado anteriormente. Para o sistema A,
C e D, observa-se que a variagdo de carga foi proximo as primeiras medidas, na temperatura de
25°C figura 28 (C-D). Em 4°C, figura 28 (E-F), o sistema C-SE-PEG-PVA-ALA, teve 0 mesmo
comportamento que para a temperatura ambiente. Para a avaliacdo em ciclo, figura 28 (G-H),
mostra que o comportamento de estabilizacdo de carga observadas para 40°C e 4°C, é similar.
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Figura 28 - Os gréficos representam os valores de potencial Zeta em funcdo do tempo, para diferentes temperaturas
de armazenamento. Em cada um dos graficos podemos ver os valores para nanoparticulas com e sem
ativo, para diferentes temperaturas de armazenamento: (A e B) 40°C; (C e D) 25°C; (Ee F) 4°C; (G e
H) ciclo.

Fonte: Prépria autora.
Em alguns estudos da literatura (147), nestas mesmas temperaturas avaliadas, é

observado que as propriedades fisico-quimicas do PLGA ndo é alterada, no entanto o
armazenamento a 40°C, favorece a evaporacgdo do solvente residual rapidamente, enquanto que
nas temperaturas menores isto acontece lentamente, podendo alterar assim, as propriedades
fisico-quimicas analisadas. Outro fator é que a massa do PLGA (50:50) também nédo favorece
a formacéo de agregacao, isto é igualmente observado para particulas do mesmo polimero que
carreiam o farmaco paclitaxel (ndo idnico e hidrofébico) que se tem resultados de estabilidade
préximos aos observados nas temperaturas de 4°C e 40°C. A agregacdo de particulas ocorre na

n maior temperatura, como é observado ao final do ciclo destes experimentos.

Uma outra observacdo importante é sobre degradacdo do PLGA que ocorre por varios
meios conhecidos. Os copolimeros PLGA podem sofrer erosdo superficial em algumas
condicdes, e a erosao em massa € a principal via de degradacdo. Em alguns relatos de caso, séo
propostas ao menos trés fases principais para a biodegradacdo do PLGA: inicialmente ocorre
uma diminuicéo significativa na massa molecular, mas, sem a formag&o de mondmeros sollveis
apos a divisao dos grupos ésteres da cadeia polimerica. Depois ha novamente, a perda da massa

molecular, com a formacdo de produtos monomeéricos e oligoméricos sollveis e, por fim,



130

resulta-se na degradacdo completa do polimero. (148) Estas etapas de degradacéo levam a

mudancas de parametros fisico-quimicos como os aqui analisados.

Chen et al. (149) mostrou que PEG-400 também é a fonte de prétons, pois, contém
ligacdo O- C-H, podendo transferir prétons através dos seguintes processos, equacao (9) e (10):

HO(CH,CH,0), H + h* — HO(CH,CHO),, H + H* ©)

HO(CH,CHO), H + h* — HO(CH,CO), H + H* (10)

Como resultado, adicionando a quantidade adequada de PEG400 mais prétons séo
gerados, mantendo a estabilizagdo dos sistemas. No entanto, as mudangas observadas podem
indicar uma maior dissociacdo de grupos carboxilicos presentes na interface dgua/particula
devido a relaxacdo das cadeias poliméricas. Quando ha a relaxacdo das cadeias poliméricas o
raio hidrodindmico das particulas fica maior e quando na presenca de ativo leva a liberacéo

deste para 0 meio, ocasionando mudancas na carga, pH e PDI, por exemplo (33).

Temos ainda que a homogeneizacdo eficaz e os métodos de obtencdo implicam
diretamente na manutencéo da estabilidade destes sistemas ao longo do tempo. Destaca-se que
a estabilidade observada para os sistemas desenvolvidos, que se mostram potenciais para o
carreamento do 5-ALA, e que o0 5-ALA pode interferir na formacdo da dupla camada elétrica
das particulas, observadas tanto nas analises de condutividade, quanto nas analises de pH e

potencial Zeta.

Por ser um processo, termodinamico para cada temperatura avaliada é esperado que haja
uma regido de estabilidade coloidal diferente, e por tanto, um comportamento de estabilidade
para cada temperatura. Avaliar sistemas de nanoparticulas quanto a estabilidade é um processo
complexo visto que as particulas podem néo ser uniformes em nivel atbmico e molecular (143),
Além da resposta de estabilidade ser dependente, por exemplo, de processos fisicos e quimicos
envolvidos ao longo do desenvolvimento, composicdo quimica, forma das particulas e das
caracteristicas a serem analisadas, como a distribui¢do de tamanho (145).

Outro ponto a destacar é quando se compra aos pontos iniciais de pH das curvas, as
emulsdes mantém o 5-ALA mais estavel ao longo do tempo, do que quando comparado com o
pré-farmaco livre, resultando em sistemas promissores para o carreamento do ativo em relacéo
ao tempo de estabilidade em meios aquosos, sendo um ganho no processo para a molécula,

podendo ser evitado degradac6es ao longo do tempo, assim como sugerido na literatura (83).
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Além dos resultados apresentados e de acordo com o fornecedor Sigma-Aldrich, o
insumo em po 5-ALA deve ser armazenado a —20 °C. No entanto, para possivel transporte (por
vias aéreas ou terrestre) destes materiais, poderdo ser realizados a temperatura de 25 °C, sem
perda de estabilidade do produto (embora, estas analises possam ser investigadas por outras
técnicas, como térmica). (25)

Deste modo, foi realizado a proxima etapa para se determinar o sistema com a melhor
estabilidade ao longo do tempo, na temperatura de 4°C, de acordo com a variabilidade dos
tensoativos e métodos de obtencdo de sintese. Em nota, as amostras analisadas sdo uma réplica
(isto é, ndo sdo do mesmo lote) das amostras apresentadas nos estudos por NTA, e por isso,

diferem nos dados apresentados.

Analises de estabilidades de sistemas a partir de técnicas para visualizacao de informagdes

Para se otimizar o desenvolvimento de nanoparticulas para o carreamento de farmacos,
idealmente, € necessario que os sistemas apresentem reprodutibilidade, eficacia na estabilidade
e liberacdo controlada. Para avaliar as respostas de estabilidade, propomos uma andlise
matematica para estes dados para se escolher o melhor sistema de nanoparticulas.

Foram projetados mapas que permitem a visualizacdo destes resultados, comparando
qualitativamente os cinco sistemas analisados anteriormente. Nesta etapa, foram analisados em
sequéncia cinco aspectos/caracteristicas principais: analise global para os sistemas a 4°C,
analises dos dados para as nanoparticulas sem ativo e com ativo e anélise da variabilidade dos
tensoativos, observando a influéncia de cada componente. Os dados foram mapeados pela
técnica de projecdo multidimensional (IDMAP), analisado pelo PEXSensors. Para as projecoes
cada gréafico de pH, diametro hidrodindmico, PDI e potencial Zeta, foi transformado em um
Unico ponto, onde o IDMAP mantém a relagdo de similaridade no espaco multidimensional
original, analisando assim as proximidades para cada caso. (89) Em resumo, técnicas como esta
conseguem diferenciar distancias entre conjuntos de dados, quanto mais proximo mais similares
séo, e quanto mais distante, mais diferenciados seréo.

Para o potencial Zeta, figura 29, no mapa é possivel identificar os sistemas que séo
estabilizados com PVA, e o 5-ALA apresenta pouca influéncia neste grupo, o que ja era
esperado. Assim, os sistemas estabilizados com PVA e a associagdo de PEG-PVA, estdo mais
proximos em relacdo a estabilidade. O PVA sofre mais influéncia do que em relacdo ao
PEG400, quando as nanoparticulas carreiam o 5-ALA. Mesmo assim, o PEG400 apresenta
grande diferenciacdo, observado com a influéncia direta do ativo, onde é confirmado, pela
separacdo do grupo B-SE-PEG.
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Como foi observado na analise temporal, figura 28, o ativo faz a carga aumentar para
todos os sistemas, exceto para 0 PEG400, mostrando que o ativo ndo esta na concentracao para
influenciar. O aumento da carga é comprovado pelas analises temporais de pH figura 25, onde
0 ativo deixa as solu¢bes mais acidas e, concomitantemente, modifica a carga dos sistemas.
Além disso, 0 aumento da carga pode ajudar nas repulsdes eletrostaticas e assim ajudar na

estabilidade das emulsdes.

- Color Name
I -DE-PVA
Pl B -DE-PVA-ALA
B-SE-PEG
B-SE-PEG-ALA
C-SE-PEG-PVA
C-SE-PEG-PVA-ALA
D-SE-PVA
D-SE-PVA-ALA
B E-DE-PEG-PVA
B E-DE-PEG-PVA-ALA

Figura 29 - Mapas do IDMAP para as analises de potencial Zeta, para os sistemas A-DE-PVA, A-DE-PVA-ALA,
B-SE-PEG, B-SE-PEG-ALA, C-SE-PEG-PVA, C-SE-PEG-PVA-ALA, D-SE-PVA, D-SE-PVA-ALA
, E-DE- PEG-PVA e E-DE- PEG-PVA-ALA mostrando as similaridades dos sistemas por proximidade
- circulo preto e maior diferenciacdo pelo distanciamento entre a mesma sintese com e sem 5-ALA -
elipse na cor do grupo.

Fonte: Elaborada pela autora.
As analises de pH figura 30 mostra que os sistemas com PVA-PEG, com e sem ativo,

sdo diferenciados verticalmente dos demais. Novamente, a sintese B-SE-PEG tem pouca
influéncia com ALA enquanto a rela¢do contraria € observada na sintese E-DE-PEG-PVA, o0s
demais sistemas sdo praticamente iguais, quanto a influéncia do ativo. Na analise temporal
figura 25, 0 5-ALA aumenta o pH de todos os sistemas, exceto o sistema B-SE-PEG, portanto,
confirmando os resultados anteriores. O aumento da acidez, indica estabilidade para os
sistemas. Além disso, o 5-ALA mantém o pH um pouco mais estavel ao longo do tempo,
observamos que 0s sistemas sem o ativo, ha uma maior variacdo entre inicio e o fim do estudo,
sendo mais acido no final

Para as andlises de diametro, figura 31, é possivel observar que o 5-ALA influencia no

aumento do raio hidrodindmico das nanoparticulas, o que pode levar a duas hipdteses centrais
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que o ativo pode estar dentro ou adsorvido, justificando o aumento de volume, no entanto a
hipdtese que € sustentada através das analises de superficie € que o ativo estd adsorvido na

matriz das nanoparticulas.
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Figura 30 - Mapas do IDMAP para as anélises de pH, para os sistemas A-DE-PVA, A-DE-PVA-ALA, B-SE-PEG,
B-SE-PEG-ALA, C-SE-PEG-PVA, C-SE-PEG-PVA-ALA, D-SE-PVA, D-SE-PVA-ALA , E-DE-
PEG-PVA e E-DE- PEG-PVA-ALA mostrando as similaridades dos sistemas por proximidade - circulo
preto e maior diferenciacdo pelo distanciamento entre a mesma sintese com e sem 5-ALA - elipse na
cor do grupo.

Fonte: Elaborada pela autora.
Os sistemas que contém o PEG e a associacdo PEG-PVA variam menor em relacdo a

presenca do 5-ALA. Além do ativo, o PEG400 influéncia na diferenca de tamanho nas
particulas sem ativo, e 0 PVA nas particulas com ativo. Isto é possivel, devido a maior interacdo
do ativo com as cadeias do PEG, também comprovados pelas analises de superficie.

Nas sinteses A C, D e E mostramos que os diametros sdo préximos, e o ativo influencia
praticamente igualmente em todos os sistemas, embora a sintese D-SE-PVA tenha a maior
influéncia do 5-ALA. Para as analises temporais, o0 decaimento ao longo do tempo do tamanho,
podem indicar perda de ALA para o meio aquoso. Os sistemas mais estaveis sao 0s sistemas C-
SE-PVA-PEG e E-DE-PVA-PEG.
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Figura 31 - Mapas do IDMAP para as analises de didmetro, para os sistemas A-DE-PVA, A-DE-PVA-ALA, B-
SE-PEG, B-SE-PEG-ALA, C-SE-PEG-PVA, C-SE-PEG-PVA-ALA, D-SE-PVA, D-SE-PVA-ALA,
E-DE- PEG-PVA e E-DE- PEG-PVA-ALA mostrando as similaridades dos sistemas por proximidade
- circulo preto e maior diferenciagéo pelo distanciamento entre a mesma sintese com e sem 5-ALA -
elipse na cor do grupo.

Fonte: Elaborada pela autora.

Nas anélises de PDI, figura 32, ndo héa diferenca significativa para as nanoparticulas sem
ativo. Para as nanoparticulas com ativo, o PEG apresenta pouca diferenca entre o sistema sem
e com ativo.

E possivel afirmar que para as nanoparticulas estabilizadas com PVA, com ativo, ha
uma maior diferenciagdo. Os sistemas de simples emulsdo tem menor diferenca quando
adicionado 5-ALA. Quando comparados globalmente, os sistemas D-SE-PVA e E-DE-PVA-
PEG, sdo sistemas que apresentam melhores estabilidade. Outro ponto € que quando
comparados ao sistema de A-DE-PVA e B-SE-PEG os sistemas D-SE-PVA e C-SE-PEG-PVA
sdo os que tem menor influéncia na presenca do ativo. Com esta afirmagéo é possivel comprovar
0 que é observados para as analises temporais, figura 27, onde o C-SE-PVA-PEG apresenta
maior estabilidade e com menor influéncia do 5-ALA.

Com o conjunto destes dados, mostramos que é a importante a avali¢do de cada um dos
parametros para se predizer sobre a estabilidade destes sistemas, visto que cada parametro deu
um resultado importante para as analises. Também determinamos que o sistema C-SE-PEG-
PVA-ALA é potencial para carrear o 5-ALA, sendo, portanto, o sistema de escolha para a

finalizagdo dos protocolos e os estudos in vitro.
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1o - v Color Name
B ~-DE-PVA
ALA I A-DE-PVA-ALA
ALA . B-SE-PEG
B-SE-PEG-ALA
O C-SE-PEG-PVA
C-SE-PEG-PVA-ALA
D-SE-PVA
D-SE-PVA-ALA
B E-DE-FEG-PVA
Q@ @ AlA I |E-DE-PEG-PVA-ALA
O ALA
ALA .

Figura 32 - Mapas do IDMAP para as analises de PDI, para os sistemas A-DE-PVA, A-DE-PVA-ALA, B-SE-
PEG, B-SE-PEG-ALA, C-SE-PEG-PVA, C-SE-PEG-PVA-ALA, D-SE-PVA, D-SE-PVA-ALA , E-
DE- PEG-PVA e E-DE- PEG-PVA-ALA mostrando as similaridades dos sistemas por proximidade -
circulo preto e maior diferenciacéo pelo distanciamento entre a mesma sintese com e sem 5-ALA -
elipse na cor do grupo.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3 Conclusbes parciais

Nesta etapa, mostramos que o escalonamento de sistemas de nanoparticulas é uma etapa
desafiadora, onde o0 aumento do volume das solucdes significa mudancas nas caracteristicas
fisico-quimicas. Inicialmente, aumentamos em mais de 78% o0s volumes das solucdes
produzidas, mantendo as propor¢des de (1:1), onde ndo tivemos poucas diferengas para as
andlises de tamanho, carga ou PDI, para as emuls@es obtidas por simples ou dupla emuls&o.

Posteriormente, trabalhamos com cinco sistemas que se diferenciavam quanto ao tipo de
estabilizacdo (PVA, PEG400 ou PEG400-PVA) e ao método de obtencgdo (simples ou dupla
emulsdo). Os sistemas foram analisados quanto as suas caracteristicas de superficie, avaliadas
por técnicas de condutividade elétrica, angulo de contato e energia de superficie, UV-vis, FTIR
e RMN. As analises de superficie nos permitiram mostrar que o 5-ALA estd adsorvido nas
superficies das particulas e que interage com os tensoativos PEG e PVA. Além disso, foi
possivel mostrar que o PEG funcionaliza as superficies das particulas através das analises

observadas.

As caracteristicas de superficies destes sistemas mostravam que 0s sistemas eram
potenciais para a melhora na permeacdo cutanea. Ha uma contribuicdo significativa, nesta

etapa, a primeira da relagdo do PEG na formacéo das particulas obtidas por dupla emulséo, que
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mostra que o 5-ALA tem maior afinidade de interacdo nas particulas estabilizadas com PEG,
contribuindo para a literatura, com sistemas para ativos hidrofilicos e obtidos por simples

emulsao.

Por fim, através das analises de estabilidade temporais mostrou que o0s sistemas
estabilizados com a mistura fisica de PEG-PVA podem apresentar boa estabilidade a 4° e 23°C,
por apresentar pouca variacdo em andlises de tamanho e carga, justificado por se obter sistemas
monodispersos, além das interacdes analisadas para a superficie.

Outra contribuicdo deste trabalho possibilitou comprovar que um dos sistemas
desenvolvidos é mais estavel e, portanto, com maior capacidade de ser um bom produto
farmacéutico final, mostrado através da técnica de visualizacdo IDMAP. Esta técnica nos
permitiu analisar de forma mais abrangente a grande quantidade de dados temporais, indicando
que o melhor sistema seria 0 obtido por simples emuls&o, estabilizagdo com PVA e PEG400o.
Esta etapa espera contribuir para a area, mostrando a importancia de se avaliar
matematicamente os resultados obtidos, antes da tomada de deciséo para avaliacdes futuras de
estabilidade. Com sucesso, conseguimos mostrar que o sistema desenvolvido para este trabalho
apresentou a melhor estabilidade, com potencial para a industria farmacéutica, além, de
contribuir para a literatura de sistemas para ativos hidrofilicos.
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5 ETAPA 3 - ANALISES DE MORFOLOGIA, IERI\/IICAS E ESTUDOS
IN VITRO DE PERMEACAO, LIBERACAO E EFICENCIA DE
ENCAPSULACAO

5.1 Materiais e métodos
5.1.1 Materiais

Os reagentes para os estudos foram adquiridos como grau analitico, e a 4gua ultra pura
Milli-Q, com resistividade de 18,1€, foi utilizada para o preparo de todas as solu¢des. Foram
utilizados os seguintes reagentes: acetona, alcool etilico absoluto, metanol, formamida
(LabSynth, Diadema-SP, Brasil). Alcool polivilinico (PVA, grau de hidrdlise de 80,5 - 89,5%)
(Vetec Quimica -Sigma-Aldrich, Duque de Caixias-RJ, Brasil)) e cloridrato de &cido
aminolevulinico 95% (5-ALA) (PDT Pharma, Cravinhos-SP, Brasil). Cloridrato de acido
aminolevulinico 99% (5-ALA), poli (D, L-acido latico-co-glicolico) (50:50) (cddigo:P2191)
(Mw= 30000 -60000 g/mol). Kollisolv® PEG400 (polietileno glicol 400, Mw 380-420 g/mol)
(Fluka Analytical -Sigma-Aldrich, St. Gallen, Suica). Acetilacetona 99,5% (Riedel-de Haén,

Alemanha).

5.1.2 Métodos

Sensibilidade ao pH em funcao da adsorcéo do 5-ALA na superficie das nanoparticulas

Para se determinar a sensibilidade ao pH das nanoparticulas através das analises de
diadmetro hidrodindmico e potencial Zeta, o volume inicial de 25 mL de nanoparticulas foi
titulado com NaOH (0,1 e 1M) e HCL (0,1 e 1M), com constante agitacdo, a 20°C, e variando
o pH de 3 a8 (61). Ao final da titulagcdo, foram medidos o didmetro hidrodindmico e potencial

Zeta. As medidas foram realizadas em quintuplicata.

Analises térmicas
Liofilizacéao

Para as analises térmicas as nanoparticulas foram inicialmente, concentradas e lavadas,

para retirar o excesso de possiveis interferentes (tais como, sobra de polimeros e ativo). Assim,
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15 mL da amostra de nanoparticulas foram centrifugadas a 7300 rpm, por 30 minutos, a 4°C.
Apds, este primeiro ciclo o sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o pellet foi
resuspendido em 10 mL de agua deionizada. Até o momento das analises, as amostras foram
mantidas em geladeira. Posteriormente, as amostras foram congeladas a -80°C e liofilizadas a
-55°C por 48 horas em um liofilizador LIOTOP, modelo L101.(150) Esta etapa foi realizada no

Instituto de Quimica de Sao Carlos (IQSC/USP), em pareceria cientifica.

Termogravimetria (TGA) e Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Em resumo, a termogravimetria (TG) e a calorimetria exploratdria diferencial (DSC)
sdo técnicas termoanaliticas. A TG investiga alteraces na massa da amostra (podendo ser a
perda ou o ganho) em funcdo de variaveis fisicas como a temperatura ou o tempo. Por sua vez,
0 DSC, é atécnica que determina a entalpia que ocorre entre a amostra e o processo de mudanca
de temperatura, seja por uma rampa de aquecimento ou resfriamento, em relacdo ha um material
de referéncia inerte (151).

Com as analises de TGA espera-se determinar a estabilidade das nanoparticulas,
mostrando a influéncia da composicdo das mesmas. Foram analisadas as amostras de 5-ALA,
PVA, PEG400, PLGA e das nanoparticulas com e sem ativo. As curvas TG /DTG e DSC foram
obtidas em um mddulo simultaneo TG/DTG - DTA Q 600 SDT (versdao 20.9 Build 20),
controlado com o software Thermal Advantage (versdo 2.5.0.256, Instrumentos TA). As curvas
de TG foram tomadas usando massas das amostras de aproximadamente (7,2+0,1) mg em porta
amostra de alumina aberto, com taxa de aquecimento de 10°C.mint, com rampa de aquecimento
de 10°C.min™ a 700°C.min ou 10°C.min a 1000 °C.min com isoterma de 3 minutos e sob
atmosfera dinamica de nitrogénio fluindo a 50mL.min. As temperaturas Tonset foram obtidas
como a temperatura do ponto de cruzamento entre a linha de base do termograma e a linha
tangente a curva de perda de peso derivada no ponto de inflexdo.

Embasados nos resultados de TG, as analises de DSC s&o importantes para mostrar a
interacdo entre a matriz polimérica e o ativo. As curvas DSC foram obtidas em um Diferencial
Q10, Méddulo calorimétrico, controlado pelo software Thermal Advantage Series (versdo 4.5A,
T.A. Instruments) usando massas de amostra de aroximadamente (3,2+0,1) mg em um porta
amostra de aluminio coberto com um orificio de 0,7 mm no centro da tampa, com taxa de
aquecimento maxima de 10°C.min"t a 120°C.min; 10°C.min"t a 190°C.min; 10°C.min a
150°C.min’t; 10°C.min? a 190°C.min*; 10°C.min" a 160°C.min! respectivamente para as
amostras de 5-ALA, PVA, PEG400, PLGA e das nanoparticulas com e sem ativo. Todas as
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medicdes foram realizadas sob atmosfera dinamica de ar ou nitrogénio a 50mL.min*. A célula
DSC foi calibrada para temperatura e entalpia usando metal indio (Tmer= 156,6°C; AHfs = 28,7
J.g1) com 99,99% pureza, de acordo com as instrucdes do fabricante. Nos graficos temos a
indicacdo dos eventos exotérmicos indicados para cima.

Estas medidas foram realizadas em colaboracgéo cientifica, no Instituto de Quimica de

Séo Carlos (IQSC/USP), no Departamento de Quimica e Fisica Molecular.

Microscopias

Microscopia de Forca Atdbmica (AFM)

As solugdes de nanoparticulas foram depositadas em placas de vidro sem serem diluidas
e, posteriormente, foram deixadas secar em temperatura ambiente. Todas as analises foram
realizadas em temperatura ambiente e com 40% de umidade relativa. As micrografias foram
obtidas em equipamento de AFM (Innova, Bruker), em uma area de (10 x 10) um?, operando
em modo de contato utilizando cantilevers de nitreto de silicio para a varredura das amostras.
Todas as imagens possuem uma resolugéo de 512 x 512 pixels a uma taxa de varredura de 1,0
Hz. As imagens topogréaficas foram montadas no plano para remover o plano inclinado, e a
altura média das linhas da imagem foi ajustada com um filtro achatado de ordem zero. O
feedback foi adaptado para a superficie, e foram analisados pelo software WSxM. As analises
foram realizadas em colaboracéo cientifica na Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As solucbes de nanoparticulas foram depositadas em placas de silicas sem serem
diluidas em agua deionizada e com concentracfes 1:10 e 1:100. Posteriormente, submetidas a
secagem em dessecador de vidro, com vacuo, a temperatura de 24°C, por 72 horas. As amostras
para analise foram recobertas com 10 nm de Paladio-Ouro (Pd-Au) em um metalizador Coating
System BALDEC MED 020 e um metalizador Balzers Sputter Coater SCD 050,
respectivamente. As micrografias do MEV foram adquiridas em um equipamento LEO (modelo
440) com detector OXFORD (modelo 7060), operando com feixe de elétrons de 10-20 kV,
corrente de 2,82 A e sonda de 200 pA, na CAQI (Central de Analises Quimicas Instrumentais)
do Instituto de Quimica de S&o Carlos (IQSC-USP).
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Microscopia eletronica de varredura com canhao de emissao por campo (MEV-FEG)

O microscdpio eletronico de varredura com canhdo de emissdo por campo (MEV-
FEG) é muito utilizado para a observacdo de nanoestruturas, menores que 1 nm na superficie
do material, que podem ser desde nanoparticulas de diferentes materiais a organelas celulares.
E um microscopio onde um feixe de elétrons é usado ao invés da luz. Estes elétrons s&o emitidos
por uma fonte de emissdo de campo e acelerados em um alto gradiente de campo elétrico. Entéo,
dentro de uma coluna de alto vacuo, os elétrons chamados primarios sdo focados e desviados
por lentes eletronicas para produzir um estreito feixe de varredura que bombardeia o objeto a
ser analisado, de acordo com um certo padrdo. Como resultado, os elétrons secundarios séo
emitidos de cada ponto do objeto, que é dependente da estrutura dos objetos, e assim um
detector captura os elétrons secundarios e produz um sinal eletrdnico que é amplificado e
transformado em imagem digital. (152) Esta técnica foi escolhida, pois, em comparacdo ao
MEV convencional, pode-se reduzir a energia da incidéncia dos feixes de elétrons, para tentar
né&o degradas as amostras.

O principal objetivo é caracterizar a morfologia das amostras de nanoparticulas e do
5-ALA livre. As solucBes de nanoparticulas foram depositadas em placas de silicas, in natura
(sem diluicdo) ou com diluicdo em agua deionizada de 1:10 e 1:100 (volume:volume).
Posteriormente, foram submetidas a secagem em dessecador de vidro, com véacuo, a
temperatura de 24°C, por 72 horas. As amostras de 5-ALA ndo sofreram nenhum preparo
prévio. Todas as amostras foram recobertas com 10 nm de Paladio-Ouro (Pd-Au) em um um
metalizador Balzers Sputter Coater SCD 050. As micrografias MEV-FEG foram adquiridas em
um microscopio Zeiss Modelo Sigma com detector de raios X (X-act Penta Fet Precision)
operando com feixe de elétrons de 2-3 kV, no Laboratério de Multiusuarios do Instituto de
Fisica de Séo Carlos (IFSC). As micrografias foram tratadas no software livre Image J (National
Institue of Health, NIH, EUA).

Padronizacao da derivatizagdo do 5-ALA

A reacgdo de derivatizagdo € um processo quimico onde compostos aminicos reagem
com solventes como a acetilcetona e formaldeido para a geracdo de um composto fluorescente
(no caso da reagdo do 5-ALA, um destes compostos é o 2,6-diacetil-1,5-dimetil-7-
(2—Carboxietil) -3H-pirrolizina), figura 33. Neste estudo, a estequiometria de reacdo e dado por
(1:1), portanto, podendo ser associado a concentragdo do composto fluorescente a concentragéo

do composto aminico no meio (21).
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Figura 33 - Derivatizacdo da molécula de 5-ALA.
Fonte: CERIZE (21).

O principal objetivo é fazer a derivatizacdo da molécula do 5-ALA para que seja
possivel a quantificagdo por analise de espectroscopia por fluorescéncia. Este processo de

derivatizacao € um processo de dificil reproducao em laboratorio, por isso, a demanda de tempo

e padronizacdo do método é necessario. Esta etapa primordial, foi embasada em dois métodos
trabalhados por Cerize, N.N.P. (21) e por Donnelly, R.F. (153), e receberam contribuicdes,
deste trabalho, para a padronizagdo do método, descritas em sequéncia. Foram preparadas duas
solucdes derivatizantes para a reacdo com o composto aminico e a solug¢do aquosa do 5-ALA:

(1) Solucédo de acetilacetona: Uma solugdo com 7,5 mL de acetilacetona, 5 mL de
etanol e 37,5 mL de agua foi preparada ao abrigo de luz, em agitacdo magnética, por
aproximadamente 20 minutos. Posteriormente, esta solugdo foi armazena em frascos reagentes
ambar, ao abrigo da luz, e usada por um tempo ndo superior a duas semanas, para garantir que
ndo houvesse a degradacao da mesma.

(2) Solucéo de formaldeido (10%): Primeiramente, uma solucdo de formaldeido 37%
foi preparada. Assim, 10 mL de formaldeido 37% foram agitados por 15 minutos, junto ao
volume de 25 mL de agua. A solucéo final, foi armazenada em frasco ambar, ao abrigo da luz,
e usada por um tempo ndo superior a duas semanas.

(3) Solucéo de 5-ALA: Foi preparada uma solu¢do em PBS de 1000 pg/mL de 5-ALA,
e realizado uma diluicéo seriada, para a curva de calibracéo no espectrofluorimetro: 0; 12,5; 25;
50; 100 e 150 pg/mL. Estas solucdes foram preparadas apenas no momento do estudo.

A estufa de secagem e esterilizacdo (Solab SL-100/81) foi aquecida, previamente, a
100°C. Foi preparado, ao abrigo da luz, 1 mL da solucdo de derivatizagdo da seguinte forma:
Em microtubos do tipo ambar, foram adicionados 864pL da solucdo (1); 0,124uL da solucéo
(2) e 0,123 L da solucéo (3). Imediatamente, as solugdes foram agitadas em um agitador do

tipo vortex (Gehaka AV-2), por 5 segundos e levados por 10 minutos na estufa. A reacéo foi
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completada ao final de 3h resfriando em temperatura ambiente (23°C). Estes tempos de reagéo,
foram estritamente seguidos a cada experimento realizado. Depois, do tempo de reacdo 100uL
de cada solucéo foram dispostos em placas brancas, em triplicata, sendo o branco a solucdo de
0 PBS, sem 0 5- ALA. A leitura de fluorescéncia foi realizada empregando as intensidades de
466 nm (emissdo) e 378 nm (excitacdo). Para cada estudo em dias diferentes de analise de
fluorescéncia todas estas etapas devem ser realizadas. A curva de calibracéo foi realizada em
um espectrometro de fluorescéncia (Agillent, Cary Eclipse) e calculado a regi&o linear para se

encontrar os volumes e concentragdes para as etapas seguintes.

Espectroscopia de fluorescéncia

Basicamente, a espectroscopia de fluorescéncia requer que os objetos de interesse
fluorescam. A fluorescéncia é a emissao de luz que ocorre nanosegundos apds a absorcdo de
luz que normalmente é do menor comprimento de onda. A diferenca entre os comprimentos de
onda excitacao e emissao € conhecida como mudanca de Stokes (154). Assim, na microscopia
de fluorescéncia, a amostra é iluminada (excitada) com luz de comprimento de onda
relativamente curto, geralmente azul ou ultravioleta (UV), sendo analisada através de um filtro
de barreira que absorve a luz de comprimento de onda curto usada para iluminacdo e transmite
a fluorescéncia, que € vista como brilhante contra um fundo escuro. Como a fluorescéncia é
observada como luminosidade em um fundo escuro, os componentes fluorescentes da amostra
podem ser vistos mesmo em quantidades extremamente pequenas, sendo uma vantagem em
relacdo as outras espectroscopias (155). As analises de fluorescéncia foram realizadas no Grupo
de Optica “Milton Ferreira de Souza” (IFSC/USP).

Eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacéo do sistema de nanoparticulas, foi realizada considerando
a somatoria dos pontos coletados acima como 100% e calculado em fungdo do volume da
amostra, anteriormente determinado para a liberagdo do ativo. Além disso, a eficiéncia foi
determinada centrifugando-se 2 mL das solug¢Ges de nanoparticulas, a 5000 rpm, por 5 minutos,
a 4°C e posteriormente aliquotado 12,5uL do sobrenadante para realizacdo do ensaio de
liberagdo. Outro método testado foi aliquotar 12,5uL das nanoparticulas sem centrifugagdo e

analisar diretamente. A eficiéncia de encapsulacéo (E.E.) foi calculada como:
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Concentracgio fluorescéncia

x100 (11)

E.E.(%) =

Concentragao teérica NP

Perfil de liberacéo controlada

A forma de liberacdo do ativo ¢ avaliada segundo a teoria que a membrana de dialise
permite a passagem do ativo para o meio dispersante por meio de difusdo. Primeiramente, o
PBS (pH 5,0) foi determinado meio dispersante. (21) 9 béqueres de 250 mL foram previamente
identificados e colocados em dois agitadores magnéticos de multiposi¢do, com imas magnéticos
de tamanho médio, com 135 mL de tampdo PBS. A agitacdo magnética foi a minima possivel
(300 rpm), para que a barra magnética nao esbarre na membrana de dialise e para que o sistema
fosse homogeneizado. 10 cm da membrana didlise de celulose (Dialysis tubing celulose
membrane, Sigma Aldrich, codigo D9527), foi previamente cortada, para cada ponto coletado.
15 mL da amostra de nanoparticula foi colocada em cada membrana preenchendo-a. Cada
membrana foi presa nos extremos com presilhas de plasticos para a selagem. O conjunto
(membrana e solucdo de nanoparticula) foi disposta no interior do béquer, com PBS, ja em
agitacdo e de imediato anotado o tempo de inicio do experimento para cada ponto. Os béqueres
foram fechados com papel filme, para ndo haver a evaporagdo do meio dispersante e manter o
equilibrio da solucdo. Ao término de cada intervalo pré-estabelecido, foram coletados 2 mL do
meio dispersante. Foram coletados os pontos: 0; 5; 15; 30; 60; 120; 180; 240,;300 e 420 minutos
e armazenados em microtubos, em geladeira para ser realizado a etapa de derivatizacdo segundo
descrito em Padronizacdo da derivatizacdo do 5-ALA em triplicata. A figura 34 representa o

aparato instrumental.
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(A) (B)

(1) Presilhas ——
Membrana de dialise (3) g '

Solugdo de nanoparticulas (4)

Solugio receptora (5)

) fma A s

Figura 34 - (A) Aparato experimental para o estudo de liberacdo (1) Presilhas para fechar as membranas de dialises
(em verde), (2) Ima para agitacdo da solugdo receptora, (3) membrana de didlise com (4) solucéo de
nanoparticulas no interior (em rosa), (5) solucdo receptora (tampdo PBS) para a difusdo do ativo. A
mebrana foi mantida submersa na solucéo receptora.(B) Montagem do experimento para um dos pontos
de permeagéo.

Fonte: Elaborada pela autora.
Permeacdo das nanoparticulas em célula de Franz (animal cruelty free)

As células de Franz sdo uma metodologia empregada para avaliar a permeacdo de
medicamentos (ou outras moléculas de interesse) in vitro que apresenta vantagens como (i)
pouca manipulacdo de tecidos animais, (ii) nenhuma coleta continua de amostras e (iii) baixa
quantidade de amostras para analise. Neste experimento ndo foi utilizado nenhum tecido
animal, mas, de uma membrana poliéster sulfona (PES) que mimetiza a pele humana, optando
por um estudo livre de crueldade animal (animal cruelty free). (156)

De acordo com o fabricante da membrana Strat-M ®, este produto é uma membrana
polimérica sintética para testes de formulacdes transdérmica que apresenta uma série de
vantagens em relagdo a experimentos ex vivo, dentre eles a uniformidade lote a lote, seguranca
e sem limitacdes de preparo ou armazenamento. E uma membrana composta por vérias camadas
de PES, que é formado por uma camada superficial muito compacta que cria uma morfologia
semelhante a pele humana. (157) A figura 35 indica as camadas da membrana sintética

utilizadas neste estudo, em comparacdo as camadas da pele.
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Fina camada da pele
(estrato corneo)

Subestrutura PES
(derme)

Transporte de tecido ndo-
tecido (PP)
(camada subcutanea)

Corte transversal da membrana

Figura 35 - Secdo transversal da Strat-M e diagrama da pele humana. O Strat-M tem o "equivalente" de todas as
trés camadas de pele humana e a camada superior justa é representativa do estrato corneo.

Fonte: Adaptado de FU et al. (157).

Esta anélise foi realizada a partir do preparo de 30 mL da solucdo receptora, tampéo
PBS (pH 5,5) foi preparada e filtrada em membrana de 0,22 um previamente. O aparato da

célula de Franz foi montado, figura 36.
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(1
Compartimento
receptor da amostra

(A) Entradade ar I I Saida de ar (B)

(2) Membrana sintética
Strat-M® ‘%—
— .
(D) «— E (F)
—(C)]
(3)Banho externo: agua
deionizada
(5)
(E) e Compartimento

receptor: solugdo : ; \<
receptora : ‘v

(4) Imi acoplado em
uma mola

Figura 36 - Montagem experimental para a célula de Franz, para o estudo de permeagdo: (1) Compartimento que
recebe a amostra para ser permeada na (2) membrana sintética, (3) banho externo com agua deionizada
a 37°C, (4) ima acoplado em uma mola para agitacdo moderada e continua da (4) solucdo receptora
do ativo (tampdo PBS). Na figura é possivel observar ainda (A) a entrada de ar e (B) saida de ar para
a regulacdo da pressdo realizada na amostra, onde o (1) compartimento receptor da amostra é aberto
para 0 ambiente, circulacdo do banho externo (D) conexdo com mangueiras de silicone e seringa
dosadora (insulina) para a saida e (E) conexdo com mangueiras de silicone e seringa dosadora para a
entrada da &gua deionizada, retirada e reposicéo da solugéo receptora (F) conexdo com mangueiras de
silicone e seringa dosadora para a entrada e (G) conexdo com mangueiras de silicone e seringa
dosadora para a saida, para se manter o equilibrio da solugdo. (6) Vista do anel que segura a mebrana
com a solugdo de nanopartpiculas e (7) montagem da célula utilizada neste trabalho.

Fonte: Elaborado pela autora.
O banho externo foi completado com &agua deionizada e reposto sempre que

necessario. A célula foi colocada em agitador magnético e o aparato foi mantido a 37°C (esta
temperatura deve ser monitorada). Quando se atingiu a temperatura de 37°C a membra Strat M
® (Transdermal Diffusion Test Model 25 mm - Merck Millipore, (diametro = 2,5 cm?) foi
colocada no compartimento receptor da amostra com o lado fosco em contato com a solucao
receptora interna. Sobre a membrana um anel de plastico, seguido de anel metélico som
presilhas foi colocado sobre o conjunto de amostra e membrana. No lado brilhante da membrana
(area de 3,94 cm?) foi colocado um volume de 500pL de nanoparticulas com ativo, ou 500 pL
de nanoparticulas incorporadas ao PEG400 (50:50) (v:v) ou 5-ALA incorporadas ao PEG400
na concentragéo de 0,44736 mg.mL%. O compartimento do receptor interno (volume total de
10mL) foi preenchido com tampéo fosfato salino (PBS, pH 5,5) (21), evitando a presenca de
bolhas. Para cada ponto coletado, um volume igual da solucéo receptora era reposto para se
manter o equilibrio da solucéo. Foram coletados, assim, 500 pL da solucdo receptora para nove

pontos: 0; 5; 15; 30; 60; 120; 180; 240 e 300 minutos e armazenados em microtubos. Além
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destes pontos, ao final do estudo a membrana foi retirada e submersa em 2 mL da solugédo
receptora, os pontos foram derivatizados segundo descrito em Padronizacdo da derivatizacao
do 5-ALA, em triplicata.

Foram calculados o fluxo de difusdo (J) que é a taxa de passagem de uma substancia
absorvida por unidade de area em funcdo do tempo e o lag time que é o tempo necessario para
que o fluxo de difuséo se torne estavel ou em equilibrio, portanto, € calculado por extrapolacao

da reta de regresséo linear até o eixo do tempo (21).

5.2 Resultados e Discussao

5.2.1 Sensibilidade ao pH em funcédo da adsorcdo do 5-ALA na superficie das nanoparticulas

Como foi observado nas andlises de superficie do capitulo 0 é possivel afirmar que o
5-ALA interage com o PVA e o PEG, de forma que o ativo possa estar adsorvido na
nanoparticula, e portanto, contribuindo para caracteristicas especificas de superficie das
mesmas. Deste modo, buscamos investigar o estimulo ao pH do sistema C-SE-PEG-PVA, em
comparagéo ao sistema com ativo, figura 37, em diferentes condigdes. Segundo Fu et. al. (158),
sabe-se que nanoparticulas de PLGA sdo estaveis em solucdo aquosa devido as interacdes
hidrofobicas entre as proprias nanoparticulas, que é mostrado nos estudos anteriores de
estabilidade. Outro ponto a se destacar é que com as analises de estabilidade é possivel afirmar
que as nanoparticulas sofrem estimulos diferentes em diferentes temperaturas, o0 que é um

comportamento esperado estes tipos de sistemas. (159).
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Figura 37 - Andlise do estimulo ao pH atarvés do (A) didmetro em comparagdo ao PDI e (B) didmetro em
comparagao ao potencial para o sistema C-PEG-PVA e (C) didmetro em comparacdo ao PDI e (D)
didmetro em comparacao ao potencial para o sistema C-PEG-PVA-ALA.

Fonte: Elaborado pela autora.

No geral, os sistemas sem e com ativo mostram que o tamanho médio das
nanoparticulas e PDI diminui conforme o pH aumenta de 4,0 para 8,0 e de 3,0 para 8,0,
respectivamente para os sistemas C-SE-PEG-PVA, figura 37 (A), e C-PEG-PVA-ALA, figura
37 (C), isto demonstra a mudanca na estrutura das nanoparticulas poliméricas ocorrem ainda
em ambiente acido. (159) O mesmo comportamento se repete para as analises de carga da
figura 37 (B) no entanto, a carga do sistema aumenta conforme o pH também aumenta como é
observado na figura 37 (D), mostrando a influéncia do ativo no sistema. A faixa de pH entre
5,5 e 7,5 ndo hd mudanca de tamanho nas duas amostras analisadas.

A quantidade adsorvida de 5-ALA na superficie das nanoparticulas aponta para a
dependéncia do pH dos sistemas e € facil de observar isso, comparando as nanoparticulas com
ou sem ativo. Esses resultados sugerem que a alteragdo do pH exerce um efeito na quebra do
equilibrio hidrofilico/hidrofébico das nanoparticulas o que leva a desestabilizacdo da estrutura,
isto é, 0 5-ALA fica mais exposto entre a cadeia do PEG e da superficie das particulas em pH

4cido, justificando, também, o aumento do potencial das particulas. E possivel que o grupo
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amino do 5-ALA se oriente em direcdo a agua, enquanto a carboxila se orienta para o0 PLGA.
Entdo, quando o pH diminui, hd a protonacdo destes grupos -NH, e —COOH e, portanto,
aumenta-se a forca repulsiva eletrostética, o que resulta no aumento da agregacao das particulas,
tamanho e PDI em relacéo ao pH. (159-160)

De acordo com os resultados e com a literatura, sabe-se que o PLGA forma o nucleo
hidrofobico das nanoparticulas, enquanto que a associacdo de PEG-PVA forma um involucro
hidrofilico em torno das mesmas, em contato com a solugdo aquosa. O PVA se adsorve na
superficie das nanoparticulas de PLGA, possivelmente via interacdes hidrofébicas. Por outro
lado, o PEG parece exibir um equilibrio hidrofilico/ hidrofobico sensivel ao PLGA e ao PVA
(e a0 5-ALA). A medida que o pH aumenta, o equilibrio hidrofilico/hidrofébico é quebrado e
leva-se a desidratacdo do PEG, o que implica, por sua vez, ao encolhimento da camada externa
na faixa de pH entre 5,5 e 7,5, levando a formacao de nanoparticulas menores. (159,161)

Em geral células tumorais apresentam uma pequena mudanca na temperatura e pH, em
relacéo aos tecidos de células saudaveis. E muito dificil projetar nanoparticulas responsivas ao
pH com uma resposta precisa ao pH acido do tumor (pH ~6,0). Este sistema mostra que néo é
capaz de responder a mudanga de pH do ambiente extra tumoral de pH 7,5 para o pH 6,0, assim
como em outros exemplos da literatura, portanto, a nanoparticula ndo ¢ suficiente estavel no
pH neutro, para desencadear a liberacdo na célula tumoral. No entanto, nos estudos de
estabilidade mostramos que as nanoparticulas deste sistema diminui o diametro em
aproximadamente 24%, com aumento da carga de 13%, mostrando que na temperatura de 40°C,
que é proximo a temperatura corporal entre 36,5 e 37°C, ha uma possivel desestruturacdo das
nanoparticulas, o que pode levar a liberagdo mais rapida do farmaco nas células tumorais (no
entanto, esta hipotese de estimulo resposta a temperatura deva ser melhor investigada com
analises de liberacdo, espectroscopias e até mesmo com analises em diferentes comprimentos
de onda de luz). Além disso, nanoparticulas responsivas ao pH pode oferecer uma grande
vantagem que € aumentar a liberacdo mais rapidamente do 5-ALA incorporado, em comparagao
a outros sistemas que ndo respondem ao estimulo, além de poder contornar barreiras biolégicas,

para a melhor distribuicdo do farmaco em relagdo a molécula livre. (158-159)



150

5.2.2 Andlises térmicas

Liofilizacdo

A liofilizacdo antes das analises térmicas € um processo importante, para ndo se analisar
0s picos da agua nos termogramas. Ao final do processo de liofilizagdo obteve-se duas massas
brancas, parecidas com filmes. Foi calculado o rendimento de producdo deste filme, para 15
mL de solucéo de nanoparticulas. Considerando-se que em 15 mL de nanoparticulas sem ativo
ha (0,0975+0,0004) g de teor solido, isto implica que foram recuperados 42,35% da massa de
nanoparticulas. Do mesmo modo, para as nanoparticulas com ativo, o rendimento foi de
32,82%, considerando o total de massa solida como (0,1042+0,0005) g. O rendimento baixo
pode ser associado a varios fatores como o tempo da etapa de congelamento, a lavagem das
solucgdes de nanoparticulas, adicdo de crioprotetores entre outros processos fisicos envolvidos,
onde a quantidade final do produto depende de quanto de material é perdida nas paredes do
vaso de nitrogénio liquido. Para nanoparticulas de PLGA como carregadores de leucina, ha
rendimentos na literatura de 33 e 38%, para diferentes técnicas de secagem. Nao houve adi¢cdo
de crioprotetores antes da liofilizacdo das nanoparticulas, muito embora, na literatura é
mostrado que a presenca de PVA em solucdes de nanoparticulas poliméricas minimiza as fusoes

entre as nanoparticulas. (162,163)

Termogravimetria (TGA) e Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A figura 38 mostra o processo de decomposi¢do térmica para o 5-ALA, PLGA, PVA
e PEG400, obtidas por meio da analise termogravimétrica (TGA).
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Figura 38 - Andlises de TGA (em % massa) e a derivada primeira (A) 5-ALA, (B) PVA, (C) PEG400 e (D) PLGA.

Fonte: Elaborado pela autora.
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A figura 38 andlises dos eventos térmicos obtidos por DSC para 0 5-ALA, PLGA,
PVA e PEG400.
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Figura 39 - Analises de DSC, mostrando os eventos térmicos para as amostras de (A) 5-ALA, (B) PVA, (C)
PEG400 e (D) PLGA.

Fonte: Elaborado pela autora.
Observa-se que 0 5-ALA se decompde em quatro estagios diferentes, a primeira etapa

se inicia aproximadamente em 55°C com uma perda de massa de 0,38%, seguida em 101,53°C
com perda de massa de 39,58%, a terceira etapa se inicia em 266,23°C e a terceira em 347,86°C,
com 5,93% e 19,09% de perda de massa, respectivamente. Isto indica que a estabilidade do 5-
ALA deve ser considerada até aproximadamente 100°C, no qual se inicia a perda de massa,
embora assim como evidenciado pela curva DTG, é possivel observar um evento exotérmico
caracterizado por um pico largo, e antes dele um pico menor, relacionado ao primeiro estagio
de decomposicdo do material, em aproximadamente 70°C. Isto é observado pelas curvas de
DSC, onde ha a indicagdo de trés regides em 40,92 - 41,27°C, um pequeno evento exotérmico
em 73,31°C e um evento endotérmico em 100,57°C, que pode ser relacionado a fusdo do
farmaco. Nestas analises, observa-se que as degradacGes sdo eventos cinéticos e néo
termodinamicos, ndo sendo determinado o calculo de entalpia de fusdo do pré-farmaco. (83)
O PEGA400 é liquido viscoso e, portanto, espera-se diferentes contribui¢Bes térmicas

em relacdo as amostras em pé ou pellets. As etapas de perda de peso ocorrem principalmente
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nas temperaturas de 266,23°C e 405,77°C, respectivamente para 21,03 e 76,92%, com uma
perda inferior abaixo de 148,99°C de 1,988%, e posterior a 405,77°C de 0,6736%, relacionada
a decomposicao das cadeias do PEG. O pico exotérmico da DTG coincide com a maior perda
de massa. O pico entorno de 266°C pode ser relacionado a transi¢do vitrea do polimero, e
combustdo completa em torno de 405°C, semelhante ao reportado na literatura. O DSC, mostra
um unico evento endotérmico em 70,80°C. (164,165)

O termograma TGA do PVA mostra que h& quatro eventos térmicos com estagios de
perda de peso. Segundo a literatura, o primeiro atribuido antes de 200°C, pode ser atribuida a
perda da agua absorvida pelo polimero, com 7,042%. A segunda perda de peso de 64,45%, com
inicio em 200°C e término em 410,52°C, pode ser atribuido a eliminacdo de atomos de
hidrogénio e grupos hidroxilas das moléculas de PVA. Por fim, a terceira perda de massa entre
410,00°C e 525,38°C, ¢ atribuido a decomposicéao térmica das cadeias poliméricas. As analises
de DSC sugerem que o pico endotérmico na regido de 97,61°C pode ser atribuida a regido de
temperatura vitrea, na literatura esta regido é encontrada em proximo a 73°C, diferencas que
podem ser atribuidas as diferencas do grau de hidrélise e massa molecular do polimero, além
das préprias condi¢des experimentais. (166)

Finalmente, para 0 PLGA ha trés eventos térmicos com perda de massa. H4 uma perda
de 1,48% até 204,53°C. Em seguida, a maior perda de 95,53% a 398,65°C e a segunda perda de
massa de 1,95%, acima de 398 °C sdo relacionadas a decomposi¢cdo da amostra. A maior perda
de massa, coincide com o pico exotérmico da DTG. Nenhum ponto de fusdo foi observado,
pois, 0 PLGA parece ser de natureza amorfa. Isto pode ser observado pelo tnico pico analisado
no DSC entorno de 44,53°C que pode ser relacionado a temperatura de transi¢do vitrea do
polimero. (167,168)

A figura 40 mostra o processo de decomposicao térmica para as nanoparticulas C-
PEG-PVA e C-PEG-PVA-ALA obtidas por meio da analise termogravimétrica (TGA).
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Fonte: Elaborado pela autora.



155

A figura 41 andlises dos eventos termicos obtidos por DSC para as nanoparticulas C-

PEG-PVA e C-PEG-PVA-ALA.
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Figura 41 - Analises de DSC, mostrando os eventos térmicos para as amostras de (A) C-SE-PEG-PVA, (B) C-
SE-PEG-PVA-ALA.

Fonte: Elaborado pela autora.

Para a nanoparticula C-PEG-PVA a curva TG apresenta quatro eventos térmicos
caracterizados por picos largos em 70,68°C, a 152,32°C e a 393,90 °C e acima deste intervalo

até 700°C, com perdas de massa respectivas de 27,04%, 19,24%, 44,30% e 6,78%. A curva
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DTG apresenta trés picos endotérmicos, nas regides de maior perca de massa, enquanto o DSC
apresentou um unico pico endotérmico, na regido de 90,97°C, maior do que o pico observado
para o PLGA (44,43°C). A decomposic¢do térmica das nanoparticulas sem ativo apresentou uma
temperatura mais baixa (70,68°C) em relacdo ao PLGA puro (204,53°C), isto acontece porque
as nanoparticulas apresentam uma area de superficie maior devido a sua escala nanométrica,
ficando mais expostas a degradacgéo térmica, logo, a mesma relacao de area superficial explica
0 porqué as nanoparticulas se degradam mais rapido do que o PLGA. Observamos ainda, que
h& o pico endotérmico na regido de 393,90°C que é correspondente ao mesmo pico do PLGA
em 398,65°C, que parece ser um pico tipico do polimero, o que pode mostrar que as
nanoparticulas sem ativo podem ter estabilidade térmicas proximas ao PLGA. Outro ponto é
que o perfil de degradacdo térmica, sugere a interacdo entre 0 PVA e o PEG e a matriz de
PLGA, e ndo apenas uma mistura fisica.

A adicdo do 5-ALA nas particulas muda o perfil de degradacdo térmica das
nanoparticulas. Diferentemente da nanoparticula sem ativo, para a nanoparticula C-PEG-PVA-
ALA a curva TG apresenta dois eventos térmicos em 58,81°C e 511,14°C com perdas de massa
respectivas de 3,26% e 93,22%. A curva DTG apresenta um unico pico fino endotérmico na
regido de 300°C. Aqui a decomposicdo térmica das nanoparticulas com ativo (58,81°C) é menor
que as nanoparticulas sem ativo e 0 PLGA puro, o que implica, que a temperatura de degradacao
diminui com o carreamento do medicamento. N&o foi observado o pico endotérmico (na regido
do 398,65°C) caracteristico do PLGA, o que novamente confirma que a estabilidade térmica
das nanoparticulas com ativo é menor do que as nanoparticulas sem ativo e que a matriz
polimérica. E provavel que o evento térmico mais intenso, seja devido a fracdo do PLGA na
mistura, mas, também, esta relacionado a contribuicdo dos polimeros que formam o corana das
nanoparticulas (o pico em 511,14°C é muito préximo ao do PVA em 525,38°C). Este resultado
contribui para mostrar que o PVA fica mais externo as nanoparticulas, enquanto o PEG e 0 5-
ALA interagem mais proximo ao nucleo do PLGA (como foi mostrado nas anéalises de FTIR e
RMN). (167,169)

O DSC apresentou um unico pico endotérmico, na regido de 49,51°C, que mostra o
evento correspondente a entalpia do polimero (44,43°C), esta regido € a mesma encontrada para
0 PEG400. Assim, pode-se observar que o 5-ALA ndo afetou a estrutura do polimero, pois, 0s
valores encontrados no DSC foram muito proximos. Embora o valor encontrado no DSC seja
proximo ao do PLGA, esta regido é também encontrada para o 5-ALA (entre 40,92 e 41,55°C)
e pode ter contribuicdo do farmaco. Isso, pode levar a conclusdo que o 5-ALA pode estar

disperso em uma regido mais amorfa das nanoparticulas ou adsorvido na matriz de PLGA
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(assim como observado nas analises anteriores de espectroscopia), indicando uma forte
interacdo entre 0 5-ALA e 0s outros componentes poliméricos, este € resultado ja encontrado
para nanoparticulas de PLGA que encapsulam drogas hidrofobicas. Por fim, as nanoparticulas
com ativo diminuem a entalpia do sistema, mostrando que com o0 aumento de temperatura pode
diminuir a taxa de liberacdo do 5-ALA. (169) Por outro lado, o tipo de interacdo encontrada,
também, sugere que a carga do 5-ALA afetou a estrutura do polimero, e as alteracdes no perfil
do DSC leva a mostrar que essas alteraces nos valores medidos, em relagdo as nanoparticulas
sem e com ativo, sdo atribuidas ao efeito jA conhecido de que farmacos atuam como

plastificantes para o polimeros. (167,169)

5.2.3 Microscopias

Microscopia de Forga Atdmica

Para o AFM nao foi possivel realizar imagens representativas para morfologia, figura
42 (D) ou contraste de fase figura 42 (E) das amostras C-PEG-PVA-ALA, e por consequéncia
a imagem topoldgica ndo continha, também, representacdo significativa figura 42 (E) . De
acordo com as analises, as amostras C-PEG-PVA sdo esféricas, de superficie lisa e apresentam
topologia ndo uniforme, com tamanhos médios de 187,48 nm, determinado pelo software do

equipamento.
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Figura 42 - Analises por AFM para as nanoparticulas (A) e (C) imagem morfoldgica; (B) e (D) contraste de fase
e (E) e (F) topoldgica, respectivamente para as amostras C-PEG-PVA e C-PEG-PEV-ALA. As imagens
de morfologia e contraste de fase estdo na mesma escala.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para 0 MEV as amostras de nanoparticulas sofreram degradacéo, ndo sendo possivel
realizar imagens morfoldgicas definidas para a amostra de C-PEG-PVA-ALA. A degradacédo
observada pode ser associada a energia dissipada pelo feixe de elétrons para gerar as imagens,
0 que é justificavel pela baixa estabilidade de degradacao das nanoparticulas com ativo, que é
menor para as nanoparticulas sem ativo, como constatado nas analises térmicas. Toda via, para
as nanoparticulas C-PEG-PVA é observado a formacgdo de esferas de superficie lisas com

dispersao ndo uniforme de tamanho de particulas, figura 43.

10scC EHT=19,68 kV  UWD= 18 mn Mag= 5.88 K X Detector= SE1
3pn Photo No.=133 8-May-2018

Figura 43 - Anélise morfoldgica por MEV para o sistema C-PEG-PVA.
Fonte: Elaborada pela autora.

Microscopia eletrdnica de varredura com canhdo de emissdo por campo (MEV-FEG)

Com o MEV-FEG é possivel diminuir a energia para geracao das imagens, entretanto,
ainda assim, observou-se alguma degradacdo nos sistemas, ndo sendo possivel avaliar as
nanoparticulas sem ativo, pois, as amostras pareciam muito aglomeradas formando uma espécie
de filme rugoso figura 51 (D) . Este fato foi associado ao preparo das amostras. O mesmo
artefato rugoso é observado nas imagens para as amostras com ativo, destaque figura 51 (A),
(B) e (C). Nas imagens é possivel observar ainda a formagdo de particulas igualmente de
superficie lisa e de distribuicdo polidispersas, estando de acordo com a formacdo de
nanoparticulas de PLGA (170). Embora circulares, algumas destas nanoparticulas ficavam mais
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achatadas ao decorrer das analises indicando sinal de degradacao das amostras (destaque figura
51 (D)).

O PVA forma nanoparticulas de PLGA com superficies lisas, esféricas e bem
definidas. Este fato mostra que o tensoativo € importante para estabilizar a fase dispersa,
gerando superficies de forma esférica e fina, e sem qualquer agregacao ou adesao, este fato é
condizente ao observado pelas analises térmicas, onde é possivel que o PVA esteja interagindo
mais com a fase aquosa na nanoemulséo. Além do tensoativo, as caracteristicas das particulas

mostram a homogeneizagéo eficiente. (163,171)
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(continuacao)

Figura 44 - Analise morfoldgica por MEV-FEG para o sistema (A), (B) e (C) C-PEG-PVA-ALA para diferentes
regides (A) e (B). A figura (C) destaca a mudanca de forma de algumas particulas no decorrer das

anélises e a formagdo de agregados de poliméricos. A figura (D) mostra a formacao de aglomerados
para o sitema C-PEG-PVA.

Fonte: Elaborada pela autora.

De acordo com os resultados investigados até aqui é possivel fazer uma representacdo
da formacdo das nanoparticulas figura 45, onde as cadeias de PVA e PEG400 interagem com a
superficie das nanoparticulas, e 0 5-ALA fica adsorvido na matriz do PLGA.
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5-ALA

PEG400 "

Figura 45 - Representcdo da formacdo da nanoparticula em solucdo aquosa do sistema C-PEG-PVA-ALA,
mostrando a formacdo das camadas do PVA e PEG400 (formagdo da corona) com o 5-ALA
adsorvido em toda a superficie da nanoparticula, embasado nas caracterizacdoes de superficie,
morfologia e analises térmicas.

Fonte: Elaborada pela autora.
5.2.4 Eficiéncia de encapsulacédo

Apesar de ser um técnica conhecida desde meados da década de 1990 (172), o método
de derivatizacdo do 5-ALA é um método de dificil reproducdo no laboratério, por ser uma
metodologia que envolve varias etapas e cada qual dentro de uma padronizacéao, podendo somar
varios erros dos experimentos.

Os estudos de eficiéncia de encapsulacéo, liberacdo e permeacdo foram realizados a
partir da derivatizacdo do 5-ALA em tamp&o PBS em pH 5,0. A figura 46 mostra a curva de
calibracdo para o composto fluorescente Ci6H19NO4 Este metodo deve ser padronizado
restritamente quanto aos tempos de reacao e agitacdo em estufa e em temperatura ambiente,
sendo ndo héa reproducdo do método. Assim, a equacdo da reta utilizada é dada por f(x)= a+bx,
onde o intercepto da reta é ajustado conforme o branco das analises para cada experimento. Na
figura o melhor ajuste com intercepto de a=30.9528 e b=1.740845, com R?= 0.96. Com isso
temos a curva que representa a concentracdo de 5-ALA respectiva a intensidade de
fluorescéncia. Para a conversdo dos experimentos, o valor de “a” foi utilizado como o valor
corresponde ao controle (PBS), ao invés de mantermos fixo no valor determinado na calibragéo
a fim de melhor representar os dados do experimento corrente.

Para a eficiéncia de encapsulacdo foram realizados dois métodos quantitativos, logo

apos o preparo das nanoparticulas. Considerando que o 5-ALA esta adsorvido na superficie da
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nanoparticula, a solucéo foi centrifugada e o sobrenadante derivatizado. Para a concentracéo
tedrica de (4,473+0,003) uL.mL™, a E.E. foi calculada como 45%. Quando as nanoparticulas
ndo foram centrifugadas a E.E. foi de 57%. Outros resultados na literatura mostram que para
sistemas de PLGA-ALA as eficiéncias de encapsulacgao sdo de 65.80%(59), 66.80 % todos para
concentracdes maiores do 5-ALA nas solucdes, respectivamente para 2.7 e 5 mg.mL™,
respectivamente. (164)

Podemos concluir que hd uma concentracdo significativa do pro-farmaco nas
nanoparticulas. A eficiéncia de incorporacao de 5-ALA nas nanoparticulas de PLGA pode ser
atribuida a varios fatores, dentre eles, a metodologia utilizada para realizar a derivatizagdo (com
acumulos de sucessivos erros), além da propria polidispersividade das nanoparticulas (que
podem mudar a porcentagem de carreamento do farmaco) sdo fatores associados a baixa
eficiéncia. (21) Além disso, como o 5-ALA é de natureza hidrofilica o ativo tende a migrar para
a fase aquosa, para que isso nao aconteca é necessario que as interagdes fisicas e quimicas entre
0 PLGA e 0 5-ALA, sejam fortes. Neste ponto de vista, os resultados mostram que além da
matriz e os tensoativos foram eficazes para manter o 5-ALA adsorvido no sistema, como era
esperado pelas andlises de espectroscopia. Além disso, 0 método de incorporacdo do ativo,
temperatura, agitacdo, tensoativos, taxa de remoc¢éo do solvente organico, solvente organico
residual, massa molecular e propor¢cdo dos copolimeros no PLGA sdo fatores que podem
influenciar na E.E. (164)
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Figura 46 - Curva de calibracdo de intensidade de fluorescéncia para a reacéo de derivatizacdo do 5-ALA em PBS
(pH 5,0), para o composto fluorescente C16H19NOa.

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.2.5 Perfil de liberacdo controlada

Os estudos de perfil de liberagdo controlada tém como objetivo mostrar o
comportamento cinético da liberagdo do farmaco para o meio aquoso. E um processo complexo
visto que ha uma série de etapas fisicas que imp&em a limitacdo da taxa de liberacdo até que
toda a massa do ativo seja toda liberada. A taxa de liberacdo de nanoparticulas de PLGA ocorre
devido a diversos fatores como permeacéo e solubilizacdo em meio aquoso, eroséo e difusao
de fragmentos poliméricos e a taxa de difusdo do farmaco de liberacdo. Esses processos
ocorrem em escalas de tempo muito semelhantes, e por isso 0 mecanismo de liberacdo é
complexo de se interpretar. (173) Os volumes no gréafico estdo ajustados para 1 mL.

O padrdo de liberacdo na figura 47 representa a liberacdo em duas fases. Na primeira
fase, em 60 minutos cerca de 50% da concentracdo de 5-ALA foi liberada. Nesta fase, a
liberacdo caracterizada por ser rapida relacionada a dessor¢éo e difusdo do ativo localizado na
matriz do polimero. Na segunda fase, é observada uma liberacdo lenta e sustentada. Apos a
incubacdo das nanoparticulas em meio aquoso (tampao fosfato salino), as nanoparticulas podem
sofrer um intumescimento gradual, levando a uma liberacdo lenta e constante ao longo do
tempo.(174) Novamente aqui, 0s desvios padrGes sdo justificaveis pela metodologia
experimental usada para a avaliacdo dos resultados. Destaca-se aqui, que a metodologia deve

ser melhor padronizada para se obter menores desvio padrdo para cada experimento.
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Figura 47 - Perfil de liberago controlada para as nanoparticulas do sistema C-PEG-PVA-ALA até 24 horas.
Fonte: Elaborada pela autora.
Para se descrever um mecanismo de liberacdo de uma matriz de PLGA, considera-se

a taxa de permeacdo de agua e hidratacdo da matriz. A agua, penetra na superficie para o centro
da nanoparticula, que por sua vez leva a degradacdo por hidrolise da matriz, levando a difusao
do ativo que estd adsorvido na matriz polimérica. Conforme a degradacdo do polimero
acontece, monémeros e pequenos fragmentos do polimero sdo formados/soltos, acelerando a
taxa de difusdo do ativo. Se um gradiente de pH é formado, a degradacdo por hidrélise do PLGA
ird acelerar os processos de difuséo do ativo. Quando uma massa suficiente do PLGA é degrada
totalmente, acontece um contrabalanco da hidrélise até que todo o farmaco seja liberado. No
entanto, como o0 5-ALA ja estd adsorvido na superficie da nanoparticula, além de ser uma
molécula pequena que contribui para a difusdo mais rapida para o0 meio, ndo necessariamente o
ultimo processo citado de degradacgdo ou erosao completa da matriz tenha que acontecer para a
segunda etapa de liberacdo. (173)

O PEG na superficie das particulas pode ajudar na liberacéo répida do 5-ALA, o que
implica que em 24h h& 100% da liberacdo da droga. (175) Este perfil € um ganho para o uso
em TFD, visto que, quanto mais rapido for a liberacdo do farmaco, mais rapidamente é a
metabolizacdo e consequente producgéo de protoporfirina IX, para a aplicacdo de luz. Este tipo

de perfil para o 5-ALA é apresentado em outros trabalhos da literatura. (21)
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5.2.6 Permeacdo das nanoparticulas em célula de Franz (animal cruelty free)

Essa etapa do desenvolvimento teve por objetivo calcular a quantidade de composto
ativo permeado (5-ALA), para aplicacdo topica. As solu¢es em PEG400 do 5-ALA tem com
concentracdo proxima a concentracdo teodrica incorporada nas nanoparticulas. A figura 48
mostra que os resultados da permeacao usando a membrana Strat-M®

. O lag time para as duas andlises foi determinado em 60 minutos, com o fluxo (4,56
x10™) e (3,94x10%) pg.cm2.mL?, respectivamente para o C-PEG-PVA-ALA em PEG e 0 5-
ALA.O perfil de permeacdo é semelhante para a molécula livre e as nanoparticulas. No entanto,
guando comparado ao 5-ALA com a nanoparticula em solucao de PEG observamos que ha um
aumento de 13,56% no aumento do fluxo das nanoparticulas. Em estudos ex vivo a baixa
retencdo do 5-ALA em entregas transdérmicas esta relacionada a sua hidrofilicidade, o que
dificulta a penetracdo do farmaco na pele, ainda com a adicdo do PEG como agente para ajudar
na permeabilidade pode ndo implicar em mudancas no perfil, estando os resultados de acordo
com a literatura. A baixa permeabilidade do pro-farmaco destaca a necessidade de
desenvolvimento de veiculos para a entrega dos farmacos na pele. (176)

Em geral nanoestruturas aumentam a oclusao da pele o que faz com que as estruturas
permeiem com mais facilidade. A pele com perda de 4gua reduzida e exposta a nanoparticulas
facilita 0 mecanismo de intumescimento destas, levando ao mecanismo de liberagéo do ativo.
Além disso, uma das maiores vantagens ao uso do ativo livre, esta na protecdo do ativo nas
nanoparticulas, diminuindo o tempo de degradacdo do 5-ALA consideravelmente. Deste modo,
0 aumento de permeabilidade das nanoparticulas implica em promissoras melhorias paraa TFD
topica. (21)
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Figura 48 - Estudo on vitro de permacéo cuténea do (A) C-PEG-PVA-ALA em solugdo de PEG (50:50) (v:v), (B)
5-ALA livre.
Fonte: Elaboarada pela autora.

Ainda existem poucos relatos sobre a permeabilidade de nanoparticulas em
membranas Strat-M®, e o tamanho dos poros da membrana ndo é claro. Em alguns estudos da
literatura mostram que nanoparticulas de PLGA, com tamanho médio de 277nm, ficam na
camada profunda de PES da membrana, mas, em outros relatos nanoparticulas de 30 nm ficam
retidas na camada superficial da membrana, isto implica que a membrana embora, otimizada
para os testes de permeacdo transdérmica, ainda tem suas limitacGes.

Especificamente na metodologia de estudo aplicado neste estudo, ha muitos erros
envolvidos a comecar pelo uso de uma tnica célula para a coleta de todos os pontos, que mesmo
repondo o volume da solucéo retirada (0,5 mL), estas diluicdes sucessivas podem elevar a erros
das medidas, logo, embora o grafico apresente mais de 13% de aumento de fluxo em relacéo
ao 5-ALA livre, este experimento, pode conter muitos erros sistematicos e aleatorios, um deles

é do proprio ajuste da curva de concentracdo, além dos erros acumulativos nas derivatizacoes
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para leitura de fluorescéncia, como ja relatado anteriormente. Um outro ponto € que pode ter
ocorrido a resisténcia de permeabilidade da membrana tanto com a permeacdo das
nanoparticulas, quanto pela adi¢cdo do PEG na solugdo das nanoparticulas preparadas para estas
analises. (177)

Ainda, segundo a literatura, para nanoparticulas de PLGA-PEG, os resultados obtidos
mostram que os foliculos capilares desempenham um papel importante na absorcéo
transdérmica de nanoparticulas. Como esperado, nanoparticulas de PLGA que contém a
liberacdo da droga relativamente rapida, como as desenvolvidas neste trabalho, apresentam alta
retencdo na pele e sdo Gteis para promover a permeacao atraves da pele humana. (177) Em
outros estudos NP de PLGA (de meados de 100 nm) podem entregar drogas mais rapidamente
no extrato cérneo e no foliculo capilar, portanto, novas investigacdes devem ocorrer para esta
etapa, com estudos ex vivos. (178) Para nanoparticulas na faixa de 643 nm, sdo relatados, ainda,
gue ha a permeacdo mais profundamente para no foliculo capilar até a regido da protuberancia,
levando a entregas mais elevadas de nanoparticulas na derme. (179)

Logo, estes resultados mostram que pode ser possivel empregar uma quantidade menor
do pré-farmaco, pois, hd a maior biodisponibilidade do farmaco nanoencapsulado do que em
relacdo ao farmaco livre. No entanto, estes resultados merecem ser melhores investigados in
vitro e em ex vivo, para analise de reprodutibilidade, para se obter relacfes de permeabilidade
mais confiaveis, dado que o perfil de liberacdo das nanoparticulas é muito relevante para a

literatura.

5.3 Conclusdes parciais

Neste capitulo foi possivel determinar que as nanoparticulas sdo sensiveis ao pH,
respondendo ainda no ambiente &cido a mudanca na estrutura das nanoparticulas (tamanho) e
pH, podendo favorecer que o 5-ALA figque mais exposto na superficie das particulas, levando
a mudancas de carga e tamanho, isto € uma caracteristica que pode ajudar na liberacdo das
nanoparticulas em ambientes acidos, tais como 0s microambientes tumorais (embora este néo
deva ser o Unico fator para a liberacdo do ativo nestes ambientes).

Também foi verificado que o 5-ALA muda o perfil de degradacdo do sistema,
mostrando que hé interacdes do ativo com o polimero, além de mostrar que a interagéo entre o
PVA e 0 PEG e a matriz de PLGA ndo é apenas uma mistura fisica. Além, disso foi mostrado
que o PVA pode ficar mais externo as nanoparticulas, enquanto o PEG e o0 5-ALA interagem
mais proximo ao nucleo do PLGA (como foi mostrado nas analises de FTIR e RMN). Também
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em consequéncia ao PVA é atribuido a morfologia das nanoparticulas como superficies lisas,
esféricas e bem definidas.

Finalmente, para a concentracdo tedrica de (4,473+0,003) uL.mL?, a eficiéncia de
encapsulacdo foi calculada como 45%, para solucgdes centrifugadas e de 57% para solugdes de
nanoparticulas sem qualquer centrifugacdo. Estes resultados mostram que ha uma boa resposta
de eficiéncia nos sistemas, visto que é um sistema obtido por simples emulsdo para ativos
hidrofilicos.

O padrdo de liberagdo apresentou duas fases, com a primeira fase, em 60 minutos,
mostrando que cerca de 50% da concentracdo de 5-ALA foi liberada, e na segunda fase é
observada uma liberacdo lenta e sustentada. Por fim, o perfil de permeacdo é semelhante para
a molécula livre e as nanoparticulas. No entanto, quando comparado ao 5-ALA com a
nanoparticula em solucdo de PEG observamos que ha um aumento de 13,56% no aumento do
fluxo das nanoparticulas, no entanto estes resultados de permeacdo devem ser melhores
investigados dados os erros sistematicos e aleatorios envolvidos no desenho experimental para
as anélises.

Como principal conclusdo temos um sistema potencial para o uso tépico em terapia
fotodinamica que pode vir a melhorar os resultados de eficiéncia quando comparados aos

sistemas ja em uso.
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6 ETAPA4-TESTES INVITRO EM CELULAS HDFN (FIBROBLASTOS)
E A431 (CANCER DE PELE NAO-MELANOMA)

6.1 Materiais e Métodos
6.1.1 Materiais

Os reagentes para a obtencdo das nanoparticulas poliméricas foram adquiridos como
grau analitico, e a &gua ultra pura Milli-Q, com resistividade de 18,1€, foi utilizada para o
preparo de todas as solugdes. Foram utilizados os seguintes reagentes: acetona, (LabSynth,
Diadema-SP, Brasil). Alcool polivilinico (PVA, grau de hidrélise de 80,5 - 89,5%) (Vetec
Quimica -Sigma-Aldrich, Dugue de Caixias-RJ, Brasil)) e cloridrato de &cido aminolevulinico
95% (5-ALA) (TFD Pharma, Cravinhos-SP, Brasil). Cloridrato de acido aminolevulinico 99%
(5-ALA), poli (D, L-acido latico-co-glicolico) (50:50) (cddigo:P2191) (Mw=30000-60000
g/mol), poli (D, L-acido latico-co-glicélico)-block-poli (etileno glicol)- poli (D, L-acido latico-
co-glicdlico) (PLGA-PEG-PLGA (50:50), cédigo: 764787), Protoporphyrin IX (>95%, P8293),
Kollisolv® PEG400 (polietileno glicol 400, Mw 380-420 g/mol) (Fluka Analytical -Sigma-
Aldrich, St. Gallen, Suica). Acetilacetona 99,5% (Riedel-de Haén, Alemanha).

Nos estudos in vitro, foram utilizados os seguintes reagentes e linhagens celulares,
adquiridos pelo Grupo de Biofotanica (IFSC-USP), todos de padrdo analiticos (P.A.). Brometo
de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il] -2,5-difeniltetraz6lio (MTT) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA). Dimetilsulféxido (DMSO); NaCl, KCI, Na2HPO4 e KH2PO4 (sais utilizados para o
preparo do tampao fosfato-salino (phosphate saline buffer, PBS) (LabSynth, Brasil) e meios de
cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) com e sem fenol vermelho, com alta e
sem glicose, soro fetal bovino (SFB) (VitroCell, Brasil).

As linhagens celulares utilizadas foram: Carcinoma epidermdide humano (A-431,
ATCC®CRL-1555™) (Manasses, VA, EUA) e fibroblasto dérmico neonatal humano (HDFn,
C0045C, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, EUA). Esta etapa foi realizada no
Laboratério de Cultura Celular no Grupo de Optica “Milton Ferreira de Souza” (IFSC/USP).

Culturas celulares

A linhagem de carcinoma epidermdide A431 humano séo células derivadas do género
feminino de 85 anos, do tecido da pele (epiderme), de morfolologia epitelial, figura 49 e de
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crescimento aderente (180). S&o células de uma série de linhas celulares estabelecidas a partir
de tumores solidos por D.J. Giard et al. (181).

ATCC Number: CRL-1555
Designation:  A-431

,,,,,

Low Density » Scale Br- 100pm High Density . Scale Bar = 100um
Figura 49 - Morfologia epitelial da linhagem A-431 com baixa e alta densidade (confluéncia) de células.

Fonte: ATCC (181).

Os fibroblastos dérmicos neonatais humanos HDFn s&o isolados do preptcio neonatal,
com idade de 14 dias ou menos, de doador Unico e crescimento aderente (182), figura 50.
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Thermo Fischer Scientific Code: C-004-5C
Designation: HDFn

- >

Low Density: 3 Day. No Scale.  Hight Density: 7 Day. No Scale.

Figura 50 - Morfologia da linhagem HDFn com baixa e alta densidade (confluéncia) de células.
Fonte: Adaptado de Thermo Fischer Scientific (182).

6.1.2 Métodos

Descongelamento das linhagens celulares

As linhagens celulares sdo mantidas em tubos criogénicos na concentragdo de 1x10°
células, armazenadas em tambor com nitrogénio liquido. Os meios de cultura apropriados para
cada linhagem celular - DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) e DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) com alta glicose, respectivamente para as linhagens HDFn e A431,
ambos com vermelho de fenol e suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB) - sdo
aquecidos em banho com aquecimento, a 37°C. O processo de descongelamento é um processo
rapido, onde os tubos criogénicos sao colocados em banho com aquecimento, também a 37°C.
Posteriormente, 9 mL de meio sdo colocados em tubo de 15 mL tipo Falcon (Croning®), e
acrescido 1 mL da cultura de células, centrifugado a 800 rpm, por 3 minutos. O sobrenadante é
descartado e entdo ressuspendido em 5 mL do meio completo. A suspensdo de células é
colocada em uma garrafa estéril P (area 25cm?; Croning®), para serem aderidas. A garrafa com
a cultura celular € levada a uma incubadora umidificada (MCO-17AC, Sanyo Electric Co. Ltd.,
Osaka, Japdo) com 5% de CO2, a 37°C, até que as células confluam (aproximadamente em
48horas ou mais, dependente da linhagem), para ser realizado a primeira passagem celular
(repique), sendo as culturas transferidas para garrafas M (area de 45cm?; Croning®) com 10
mL de meio de cultura. (183-184)
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Passagens (repique) das linhagens celulares

O repique é realizado através da retirada do meio de cultura antigo, lavagem répida da
area total da garrafa, com 5mL tampéo PBS e acréscimo de 4 mL de Tripsina (Sigma Aldrich®),
valores de volumes referentes a garrafa média (area=74 cm?). Neste processo, apos 0 acréscimo
da Tripsina, as culturas celulares sao levadas para a incubadora, para que as células aderidas se
descolem, por aproximadamente 6 minutos e 8 minutos, para a HDFn e A431, respectivamente.
A cada 48 horas é realizada a troca de meio e quando as células atingem 80% de confluéncia é
realizado novamente o processo de repique. Estas etapas sdo realizadas de capela de fluxo
laminar. (183,184)

Ensaio de viabilidade celular pelo método do corante azul de Tripan

O método do corante azul de Tripan, foi utilizado para se determinar a viabilidade
celular. Para tanto, ap6s a centrifucdo e ressuspendido em 1mL de meio, 10 pL da suspensao
celular é adicionado em 90 L de azul de Tripan (1:10) e homogeneizado. Assim, 10 pL desta
solucdo é colocada em uma camera de Neubauer. Neste método, o corante determina a
integridade da membrana celular, onde, células vivas sdo impermeaveis e células mortas séo
permeaveis ao corante, levando-se assim a presenca da coloracdo azul. A presenca da coloracéao
azul, ocorre porque a carga residual negativa do corante, interagem por afinidade idnica, no
citoplasma intracelular de membranas com algum tipo de alteracdo (21). Culturas com
viabilidade maior que 95% foram utilizadas para os estudos. Apos a contagem das células vivas,

a viabilidade celular é dada pela seguinte equacéo (12):

N¢ células vidveis __
volume (mL)

ocs (12)
nicClulas contadas . povor da camera (10%)x Diluicdo (célula: Tripan)

n? quadrante contados

Ensaio de viabilidade Celular pelo método do MTT

O ensaio de viabilidade celular pelo método do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il) -2,5-difeniltetraz6lio) € um dos testes mais apropriados para analise de citotoxicidade de
nanoparticulas e diversos materiais. O MTT é carregado por cargas positivas e assim penetra
com facilidade nas células viaveis, e portanto, pode ser considerado como uma medida do
metabolismo mitocondrial. Assim, as células com o metabolismo ativo convertem o sal
tetrazolium (de cor amarela) em cristais de formazan (de cor azul) e insollveis. Estes cristais,
sdo posteriormente solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSQO) ou isopropanol acido

(preparado a partir de 0,04 mol/L de HCL). Neste método, a quantidade de formazan (que se
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associa proporcionalmente ao nimero de células vidveis) é medida através da leitura de
absorbancia em 570 nm e 690nm, utilizando um espectrofotdmetro de leitura de placas. Por
outro lado, quando as células ndo estdo vidveis e, portanto, apresentam algum dano
mitocondrial, ndo transformam o MTT em cristais de formazan (185).

A solucdo de MTT foi preparada na concentracao de 0,5mg/ml, em tampéo fosfato
salino, pH 7,4 e armazenada em congelador. Antes dos ensaios, a solucéo é colocada em banho
térmico, a 37°C, por 1 a 3 minutos. O preparo para a incubacdo do MTT para a incubacdo do
MTT é realizado com o preparo de uma solugéo de 10% de MTT em meio de cultura DMEM,
sem fenol vermelho e sem SFB, e sem ou com glicose, respectivamente para as linhagens
celulares HDFn e A431. Para cada pogo da placa de 96 pocos, o volume utilizado de MTT € de
100pL. Assim, é retirado o meio celular de incubacdo e plaqueado, por grupo, a solucdo de
MTT. Apoés esta etapa, a placa é levada para a incubadora de CO3, por 3 horas (tempo
padronizado para todos os experimentos). Decorrido o tempo de incubacdo, acontece a etapa
de lise celular. O MTT é retirado dos pogos, e neles acrescido 100uL de DMSO para a
solubilizacdo das cristas de formazan, homogeneizados com a multicanal (Eppendorf®), e
realizado a leitura de fluorescéncia 10 minutos depois. A leitura das absorbancias foi realizada
em um leitor de microplacas (Multiskan GO, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, EUA)
nos comprimentos de onda de 570 e 690 nm. (183,184) O célculo de viabilidade celular é
realizado subtraindo-se o valor de absorbéncia de 570 nm do valor da absorbancia de 690 nm,
sempre considerando o valor de 100% de viabilidade a absorbancia dos grupos controles
(especificos para cada estudo). O método do MTT foi utilizado como avaliagdo para os estudos

propostos.

Estudo de citotoxicidade dos materiais poliméricos (PLGA, PVA, PEG400 e PLGA-PEG)

Esta etapa do estudo teve por objetivo avaliar se as concentracdes presentes nos
sistemas de nanoparticulas se ha citotoxicidade dos biopolimeros e tensoativo. O resumo do

experimento esta indicado na figura 51.



176
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Figura 51 - Resumo grafico para o estudo de citotoxicidade dos materiais poliméricos: (1) Células aderidas em
garrafa de cultura, (2) centrifugacgdo, (3) etapa deincubacéo das células e polimeros, por 24 horas, (4)
incubacdo dos estratos poliméricos nas placas com cultura de células e (5) teste para citotoxidade
polimérica.

Fonte: Elaborada pela autora.
De acordo com a figura 51, as células aderidas nas garrafas, foram lavadas com 5 mL

de tampéo PBS e logo apds tripsnizadas com 4 mL e levadas para a incubadora de CO,. Depois
da determinacdo da viabilidade celular, para cada pog¢o, da microplaca de 96 pocos, foram
plaqueados 100 pL de células ressuspendidas em DMEM com fenol e 10%SFB, com o valor
5x10° células por poco. Para ocorrer a aderéncia das células nas placas, estas foram levadas por
24 horas para a incubadora de CO2. Em uma placa de 6 pocos, foram preparados o volume final
de 2 mL de DMEM, sem fenol vermelho, com 5% de SFB, e sem ou com alta glicose,
respectivamente para as linhagens de HDFn e A431, nas concentrac@es indicadas na tabela 18.
Destaca-se que estas concentracfes foram calculadas, de acordo com a concentragdo presente

na sintese das nanoparticulas.

Tabela 18 - Concentracdes dos polimeros para os testes de citotoxicidade.

Polimero Concentracéo (g/mL)
Controle -

PLGA (50:50) 0,0015

PVA 0,005

PEG400 5 uL/mL

PLGA-PEG 0,0015

Fonte: Elaborada pela autora.
Em placa de 6 pocos, esteril foi preparada com um poco por polimero, levada para a

incubadora de COz por 24h. Ao final deste periodo, em microscopio de luz, foi procurado a
formacdo ou nédo de corpos estranhos que poderiam ser associados com algum tipo de

contaminag&o (por exemplo, fungos). Decorrida as 24 horas, a placa de 96 pocos, foi retirada o
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DMEM com fenol e 10%SFB, e lavado com 100 pL de PBS por poco, por duas vezes. Entéo,
foram incubados 100 uL por poco, do extrato formado pelos polimeros, formado na placa de 6
pocos e levado para incubacgdo por mais 24 horas na incubadora de CO». No terceiro dia, foram
realizados o ensaio de viabilidade celular pelo método do MTT, assim como descrito em “0
Ensaio de viabilidade Celular pelo método do MTT”. Foram plaqueados 5 pogos por

concentracdo, com trés repeticbes de ocasido, para cada uma das linhagens celulares.

Comparacdo fotocitotoxicidade do 5-ALA livre e das nanoparticulas com e sem ativo

O principal objetivo deste estudo é determinar a melhor dose de luz para se realizar a
TFD, avaliando a fototoxicidade das nanoparticulas com ALA, sempre em comparagdo com o
ALA livre e as nanoparticulas sem ALA. Esta etapa o trabalho, esta dividido em trés partes e 0
resumo gréfico e indicado na Figura 52.

Incubagdo das células
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Figura 52 - Resumo grafico genérico para o estudo de investigagdo para terapia fotodinamica: (1) Células aderidas
em garrafa de cultura, (2) centrifugacdo, (3) etapa de incubagdo das células, por 24 horas, (4)
incubagdo do 5-ALA livre ou nanoparticulas poliméricas (com ou sem ativo) placas com cultura de
células por 24 horas e (5) testes para terapia fotodinamica (doses de luz: 0, 3, 8 e 20 J/cm?) e incubagéo
por 24 horas, posteriormente (6) leitura de viabilidade celular por MTT.

Fonte: Elaborada pela autora.
Fototoxicidade e determinagdo do LD50 para o 5-ALA livre

Para se determinar o LD50 do 5-ALA em cultura de células e se comparar com o

sistema de nanoparticula com 5-ALA, uma solucdo estoque de 5mM de 5-ALA em tampdo PBS
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foi preparada para o volume final de 5 mL, sendo filtrada em membrana de 0,22 um. Esta
concentracdo foi escolhida para que o pH se mantivesse abaixo do pH 5 (186), para que ativo
ndo dimerizasse no meio tampé&o, evitando, assim a perca de reatividade molecular da molécula
(21). Imediatamente ap6s, uma diluigdo seriada foi realizada, para volumes finais de 2mL, onde
a solucdo de 5-ALA foi diluida em DMEM sem fenol, com 5% de SFB e sem ou com alta
glicose, respectivamente, para as linhagens celulares de HDFn e A431, nas seguintes
concentragdes: 1 de 0,00; 0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5 e 1,0 mM (concentracdo zero € 0
controle). Foram plaqueados 3 pogos por concentragdo, com trés repeticdes de ocasido, para

cada uma das linhagens celulares.

Fototoxicidade para os sistemas de nanoparticulas A, B,C,De E

Na segunda etapa foram centrifugadas 10 mL das solucdes de células, a 3800 rpm, por
30 minutos, a 4°C. O pellet foi recuperado e ressuspendido em igual volume com &gua
deionizada. Para o plagueamento as sinteses (A, B, C, D e E) com ou sem ativo, foi diluida,
para 2 mL finais de solucéo, na proporgéo de (1:1) (volume: volume) em DMEM sem fenol,
com 5% de SFB e sem ou com alta glicose, respectivamente, para as linhagens celulares de
HDFn e A431. Ndo foi realizada nenhum tipo de diluicdo, visto que o principal objetivo era
analisar se 0s sistemas com ativo apresentacdo reatividade, em relacdo aos sistemas sem ativo
e ao 5-ALA livre, além disso era poder entender a viabilidade de cada sistema para se comparar

com a toxicidade das materiais primas.

Fototoxicidade para os sistemas de nanoparticulas C-PEG-PVA e C-PEG-PVA-ALA

Na terceira etapa, foi avaliado a variacdo do pH das nanoparticulas C-SE-PEG-PVA e
C-SE-PEG-PVA-ALA, além do 5-ALA em solugdo de PBS, nos meios de estudos (DMEM e
DEMEM com alta glicose), mantendo a proporcdo de 3 mL da amostra para 5mL de meio. As
medidas foram realizadas a temperatura ambiente, com um pHmetro de bancada (Gehaka), afim
de se averiguar mudancas de pH do meio antes das incubacGes. Entéo, foi preparada a sintese
C, para se avaliar a citotoxicidade quando expostas a diferentes intensidades de luz. Foi
realizado o processo de centrifugacdo e lavagem, como descrita anteriormente. Para o
plaqueamento as sinteses com ou sem ativo, foram diluidas, para 2mL finais de solucdo, na
proporcao de (1:1) (volume: volume) em DMEM sem fenol, com 5% de SFB e sem ou com
alta glicose, respectivamente, para as linhagens celulares de HDFn e A431. E também foram
realizadas as diluigdes 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0;1 2,5; e 3,0 mM, com as massas ja ajustadas pela

eficiéncia de encapsulacdo (zero é o controle). O principal objetivo era analisar se 0s sistemas
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com ativo apresentavam reatividade, em relacdo aos sistemas sem ativo e ao 5-ALA livre.
Foram plaqueados 3 pogos por concentracdo, com trés repeti¢fes de ocasido, para cada uma das

linhagens celulares.

Fonte de iluminacéo

Para a irradiacdo das amostras no estudo de TFD, foi utilizado um equipamento
desenvolvido no Laboratério de Apoio Tecnoldgico (LAT), do Grupo de Optica (IFSC/USP),
que recebeu o0 nome de Biotable. A Biotable € uma mesa, que é formada pelo arranjo de 24
LEDs, com comprimento de onda de 630 nm em sua base. Esta disposi¢do permite que placas
de 24 ou 96 pocos sejam irradiadas, de forma homogénea e com intensidade maxima de 30
mW/cm?, e o comprimento de onda escolhido tem a sua emissdo se sobrepondo ao tltimo pico
de absorcéo da PplIX. (187)

Terapia fotodinamica (TFD)

As células aderidas nas garrafas, foram lavadas com 5 mL de tamp&o PBS e logo apés
tripsnizadas com 4 mL e levadas para a incubadora de CO., 0 processo é 0 mesmo descrito em
Estudo de citotoxicidade dos materiais poliméricos (PLGA, PVA, PEG400 e PLGA-PEG).
Cada energia foi estuda em uma placa distinta. Depois da determinacédo da viabilidade celular,
para cada poco, das quatro microplacas de 96 pocos, estéril, foram plaqueados 100 pL de
células ressuspendidas em DMEM com fenol e 10% SFB, e sem ou com alta glicose,
respectivamente, para as linhagens celulares de HDFn e A43, com o valor 5x10° células por
poco. Para ocorrer a aderéncia das células nas placas, estas foram levadas por 24 horas para a
incubadora de CO». Decorrida o tempo necessario, em cada placa de 96 pocos, foi realizado o
processo de retirada do DMEM e lavadas com 100 pL de PBS por pogo, por duas vezes. Entdo,
foram incubados 100uL por poco, do cada uma das solucdes indicadas para os estudos, onde
0s controles eram as solucdes de 0 mM, que foram preparadas com a proporcdo de (1:1) de
tampdo PBS diluido em DMEM ou apenas DMEM, respectivamente para as amostras de 5-
ALA e de nanoparticulas. Apos o plaqueamento, as placas foram para incubacéo por mais 24
horas na incubadora de CO2. No terceiro dia, foi realizado o estudo TFD. Foram retiradas as
solugdes incubadas, e lavadas com 100 pL de PBS por pogo, por duas vezes e adicionadas nos
pocos 100pL de DMEM sem fenol, com 5% de SFB, sem ou com alta glicose, respectivamente,
para as linhagens celulares de HDFn e A431. Posteriormente, as placas foram preparadas para
irradiacdo, nas seguintes doses de luz 0; 3; 8 e 20 J/cm?, utilizando como fonte a Biotable. Os
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tempos de exposicdo foram calculados, a partir da equacdo (12). As placas foram protegidas

com papel aluminio ao final das iluminacgdes.
dose de luz (Cr{l—z) = intensidade (%) .tempo de exposic¢ao (s) (13)
No quarto dia, foram realizados o ensaio de viabilidade celular pelo método do MTT,
assim como descrito em Ensaio de viabilidade Celular pelo método do MTT. Foram plaqueados
5 pogos por concentragdo, com trés repeticdes de ocasido, para cada uma das linhagens
celulares. Os controles foram normalizados pela menor energia 0 J.cm™, e os dados foram

analisados pelo teste ANOVA, considerando p valor <0,05.

Quantificacdo da producéo de protoporfirina IX por espectroscopia de fluorescéncia

Nesta etapa, foram realizados estudos por espectroscopia de fluorescéncia para a
determinacdo da producéo de protoporfirina endégena (PplX). O resumo do experimento esta

indicado na figura 53.

HDFn ou A431 Centrifugacio
. 3x10° células
- T 7
(1) (2)
Espectroscopia de fluorescéncia Lise Centrifugacdo

\

N,

— — =
v v
(6) (5)

Fuorescencia (ua.

Comp. Onda (nm)
(7Y

Figura 53 - Resumo gréafico para o estudo de producdo de PplX enddgena: (1) Células aderidas em garrafa de
cultura, (2) centrifugacéo, (3) etapa de incubacgdo das células, por 24 horas, (4) incubagdo da PplX, 5-
ALA livre ou nanoparticulas poliméricas (com ativo) em placas com cultura de células por 24 horas
e (5) centrifugacdo das amostras (6)lise celular com a adigéo detergente i6nico (laurel sulfato de s6dio)
e recuperacgdo do sobrenadante para (6) leitura de fluorescéncia.

Fonte: Elaborada pela autora.
Primeiramente, as celulas de HDFn ou A431, foram plaqueadas em placas de 96 pocos,

na concentracio de 5x10° células (volume de 100uL por pogo) de acordo com as condicdes
descritas em Estudo de citotoxicidade dos materiais poliméricos (PLGA, PVA, PEG400 e
PLGA-PEG) e incubadas por 24 horas. Depois da etapa de aderéncia celular, os pogos foram
lavados com 100 pL de PBS e acrescido as solucdes de PplX, ALA livre ou nanoparticulas
previamente preparadas, como descritas;

(1) A curva de calibracdo para a PpIX foi preparada com uma solucdo estoque de 50

pg/mL, para uma solugéo final de 5 mL em DMSO e foi seguido o protocolo de Rossetti et al.
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(2010) (188), e assim, realizado a curva de concentracdo 0 a 0,5 pg/mL, sendo escolhida a
regido linear da curva para os calculos de internalizacdo e producéo de PplX.

(2) A curva de concentracdo com o ALA livre, foram as concentracGes de 0,00; 0,01;
0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5 e 1,0 mM, sendo as amostras preparadas como ja detalhado em “0
Comparacdao fotocitotoxicidade do 5-ALA livre e das nanoparticulas com e sem ativo”.

(3) Do mesmo modo que o 5-ALA livre, as amostras de nanoparticulas passaram pelo
mesmo processo anterior, para as concentracoes de 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mM. A
incubacdo da PplX, ALA-livre e das nanoparticulas foram realizadas por 24 horas na
incubadora de CO; ao abrigo da luz.

Apdbs o tempo de incubacdo, as células foram lavadas com PBS e removidas com
tripsina, e centrifugadas por 3 minutos, a 800 rpm e ressuspensas em uma solugéo de 20% de
metanol em &gua para ocorrer 0 processo de lise celular com rompimento da membrana
plasmatica, agitadas em vortex e novamente centrifugadas por 3 minutos, onde, o sobrenadante
foi retirado, dispostos 100 pL das solu¢Ges em placas de 96 pogos brancas, com posterior e a
producdo e quantificacdo de PplX por espectroscopia de fluorescéncia desta solugéo. (21) Para
a leitura de fluorescéncia, o comprimento de onda de excitagéo foi 0 de 400 nm e o de emissdo
em 630nm. Assim, com a curva de concentracdo do ALA livre e da PplX, é possivel
correlacionar as intensidades de emissdo de fluorescéncia com as obtidas com as concentracfes
de nanoparticulas.

Foram plaqueados 3 pogos por concentracdo de cada um dos materiais incubados, com
duas repeticdes de ocasido, para cada uma das linhagens celulares. A curva de calibracédo foi
realizada em um espectrébmetro de fluorescéncia (Agillent, Cary Eclipse). A leitura de

fluorescéncia foi realizada no Grupo de Optica “Milton Ferreira de Souza” (IFSC/USP).

Meétodos estatisticos

Os resultados foram avaliados estatisticamente pelo Teste Tukey, para analise de
multivariada ANOVA.

6.2 Resultados e Discussao
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6.2.1 Estudo de citotoxicidade dos materiais poliméricos (PLGA, PVA, PEG400 e PLGA-
PEG)

Apesar dos poliésteres como o0 PLGA serem amplamente estudados como carreadores
para diversos tipos de substancias ativas principalmente por serem materiais biodegradaveis, é
importante se determinar a toxicidade destes materiais para garantir a seguranga dos sistemas
de nanoparticulas. Ao mesmo tempo, neste trabalho a toxicidade da matriz polimérica foi
comparada com o PEG400 e com PVA, nas concentracdes utilizadas nas sinteses das
nanoparticulas aqui estudadas. (189,190) Desataca-se que neste estudo a avaliacdo PLGA-PEG
se diz sobre o polimero poli (D, L-&cido latico-co-glicélico)-block-poli (etileno glicol) poli (D,
L-acido latico-co-glicolico) (PLGA-PEG-PLGA) (50:50), pois, nas sinteses o PLGA ¢
solubilizado na acetona com posterior adicdo do PEG400 - onde o proprio solvente pode

aumentar o potencial de toxicidade in vitro.
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Figura 54 - Viabilidade das linhagens de células de cancer de ndo-melanoma (A431) e fibrioblastos (HDFn)
incubadas por 24h com os polimeros PLGA(50:50), PEG400, PVA e PLGA-PEG. A porcentagem
de células vivas estdo normalizadas em funcdo das células sem incubagdo (0 J.cm™). Os valores
representam a média e desvio padrdo (n=15, para trés repeticdes de ocasiao).

Fonte: Elaborada pela autora.

A citotoxicidade dos polimeros envolvidos nas sinteses foram avaliados por MTT
(figura 54). Observou-se que na linhagem A431 houve aumento de proliferacdo celular apés 24
horas de incubagdo com o PLGA-PEG. Para a mesma linhagem celular, a viabiliadade celular
para os polimeros PLGA, PEG e PVA apresentaram-se proximos a 92%, portanto, nao
apresentando baixa mortalidade para as células de ndo-melanoma. No entanto, para a linhagem

de fibroblastos a maior toxicidade foi do polimero PEG e do tribloco PLGA-PEG, podendo
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indicar que maior toxicidade € do polietilenoglicol. O PVA apresentou boa biocompatibilidade
com as celulas saudaveis, visto que, a viabilidade celular foi de aproximadamente 65%
enquanto a do PLGA foi de 46%.

O primeiro ponto a se destacar nestes estudos € que as células saudaveis (HDFn)
diferem das células tumorais (A431) em relacdo a sua origem, metabolismo e morfologia, por
consequéncia estas caracteristicas implicam em respostas diferentes de citotoxicidade para
iguais tipos de tratamentos ou incubacdes celulares. Nos resultados deste trabalho observa-se a
proliferacdo celular para a incubacdo de PLGA-PEG nas culturas de células ndo-melanoma,
além das diferencas de citotoxicidade entre as duas linhagens celulares. A proliferacdo celular
pode ser resultado do proprio fato da célula tumoral ndo ser sensivel a inibicdo dependente da
densidade, portanto, ndo cessando sua proliferacdo e crescendo em altas densidades, por ndo
exigirem requisitos de fatores de crescimento extracelular como acontece com células saudaveis
como os fibroblastos que crescem até um ponto finito no estagio do ciclo celular no qual as
células permanecem metabolicamente ativas, mas ndo proliferam (Go). (191)

A tendéncia de citotoxicidade observada para o PEG e para 0 PLGA-PEG nas células
saudaveis de fibroblastos foi observada no estudo de Liu et al. (2017) (190) em seus estudos
conduzidos com células HelLa (células de cancer cervical humano) e células L929 (fibroblastos
derivados de camundongos), no estudo mencionado solu¢bes de PEG com baixa massa
molecular se mostrou baixa toxicidade para as células tumorais, mostrando que as células
tumorais tem melhor tolerancia do que as células saudaveis, devido ao seu metabolismo. O

mesmo acontece para 0s polimeros PLGA e PVA, apresentados neste estudo.

6.2.2 Comparacdo fotocitotoxicidade do 5-ALA livre e das nanoparticulas com e sem ativo

Fotocitotoxicidade e determinacgéo do LD50 para o 5-ALA livre

Nesta etapa as linhagens celulares de pele HDFn e A431 foram escolhidas para 0s
estudos de citotoxicidade em comparacgédo aos sistemas de nanoparticulas desenvolvidas. Para
cada linhagem foram realizados quatro séries de experimentos com a variacdo de 0, 3, 8 ou 20
J.cm com as concentragdes variando de 0 a 1 mM. As curvas de concentragdes analisadas
foram mantidas iguais, com igual tempo de incubacdo de 24 horas em todos os estudos. Os

estudos foram realizados em triplicata (n=9), em trés repeti¢6es de ocasiéo.
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Figura 55 - Viabilidade das linhagem de pele normal fibrioblastos (HDFn) incubadas por 24h com o 5-ALA livre.
A porcentagem de células vivas estdo normalizadas em funcéo das células sem incubagdo (0 J.cm™).
Os valores representam a média e desvio padrdo (n=9, para trés repeticdes de ocasiao).

Fonte: Elaborada pela autora.

A figura 55 mostra as incubacdes realizadas para a linhagem HDFn. E possivel
observar dois grupos divididos entre as maiores e as menores energias. Além disso, observa-se
que para cada curva é possivel determinar uma dose letal mediana (LD50), onde 50% da
populacdo da célula teste é morta. Para as energias de 0 e 20 J.cm™, observa-se que as doses
minimas foram de aproximadamente de 0,1 mM e para as doses de 3 e 8 J.cm? sdo,
respectivamente, 0,05 e 0,2 mM aproximadamente. As diferencas de dose mediana sdo
esperadas, visto a diferenca entre as doses de luz analisadas. Deste modo, a menor concentragdo
com efeito citotoxicidade ¢ de 0,05 mM (0,033 mg. mL™?), para a energia de 8 J.cm™. A massa
tedrica encapsulada foi calculada acima do LD50 (0,4473 mg. mL™?) ficando préxima a massa
real encapsulada (0,0254 mg. mL™Y).

A figura 56 mostra as incubacdes realizadas para a linhagem A431. Assim, como foi
determinado para a HDFn, para cada curva € possivel determinar LD50, sendo
comportadamente semelhante ao observado para as células de linhagens saudaveis. Para as
energias de 0 e 3 J.cm, observa-se que as doses minimas foram de aproximadamente 0,02 e 1
mM, respectivamente. Para as doses de 8 e 20 J.cm™ a concentragdo encontrada foi de
aproximadamente 0,2 mM para ambos. Deste modo, a menor concentragdo com efeito
citotoxicidade é de 0,02 mM (0,0133 mg. mL™), para a energia de 8 J.cm™, estando a massa
real encapsulada 52,36% acima do LD50 minimo calculado.
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Figura 56 - Viabilidade das linhagem de pele ndo-melanoma (A431) incubadas por 24h com o 5-ALA livre. A
porcentagem de células vivas estdo normalizadas em fungéo das células sem incubagéo (0 J.cm2). Os
valores representam a média e desvio padrdo (n =9, para trés repeticdes de ocasido).

Fonte: Elaborada pela autora.

Com estes resultados € possivel mostrar que a viabilidade celular é dependente da dose
de luz aplicada, bem como das concentracdes de 5-ALA. Um ponto importante € que
concentracdes tdo baixas quanto a 0,02 mM ja é possivel observar que a viabilidade celular
diminui para mais de 50%. O aumento da concentracdo leva a maior morte celular quando
aplicada altas energias. A diferenca entre os perfis de viabilidade celular é esperada,
principalmente por causa da diferenga entre 0 mecanismo e metabolismo celular das células.
Doses de luz mais altas implicaram em maior morte celular, em ambas as linhagens. A
viabilidade celular, por tanto, é um processo dependente do tratamento de TFD aplicado, que
esta diretamente ligado a concentragdo de PplX produzida ao se incubar o 5-ALA, muito
embora, segundo a literatura (192) a localizacdo do ALA nas células e o efeito citotdxico
relacionado a localizacdo, concentracdo do ALA e a dose de luz de iluminacdo devam ser
melhores investigados.

Liu et al. (2019) (193), depois de 12 horas de incubagédo, observou esta mesma
tendéncia apresentada neste estudo. As analises foram apresentadas para queloides derivados
de fibroblastos, onde foi variado as concentragdes de 0 a 2,0 mM, ndo observando proliferacédo
celular depois de irradiar as células por 0,5 horas. Do mesmo modo, nos estudos de Chi et al.
(2020) (194) a TFD com 5-ALA em células de A431 diminuiu a viabilidade celular de uma
maneira dependente da concentracdo, com taxas inibitorias sendo muito mais altas do que nas

células saudaveis como a HaCat, mas estes resultados sdo referentes a dose de luz de ImW.cm-
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2, com incubacéo de 6 horas e para concentracdes de 2, 4 e 8 mM. E por fim, ainda segundo
Ye et al. (2020) (192), a etapa de determinacdo do LD50 é uma etapa importante visto a
concentragdo do 5-ALA pode influenciar na permeabilidade e letalidade da membrana celular,
onde doses de citotoxicas baixas podem inibir o crescimento celular levando principalmente a

autofagia engquanto doses citotoxicas altas podem levar a apoptose ou necrose.

Fototoxicidade para os sistemas de nanoparticulas A, B,C,De E

Apesar de na etapa de nas analises do IDMAP ter sido determinado o sistema C-SE-
PVA-PEG como o sistema promissor para o 5-ALA, esta etapa de analise € importante para se
tentar entender o0 mecanismo de citotoxicidade para cada sistema separadamente. Deste modo
os sistemas de nanoparticulas foram incubados sem nenhum tipo de tratamento prévio, isto &,
as nanoparticulas ndo foram concentradas. A figura 57 apresenta as avaliacdes dos resultados
para as linhagens HDFn e A431.

Ainda pelas analises estatisticas € possivel mostrar que os sistemas com 5-ALA
apresentam diferenca significativa em relacdo ao controle e as nanoparticulas sem ativo para
ambas as linhagens celulares, as avali¢cdes para A431 podem ser melhores estudadas.

Observa-se que citotoxicidade é dependente do tratamento (dose de luz) aplicada, além
das doses-respostas serem diferentes para cada linhagem estudada. No geral o sistema A-DE-
PVA apresenta menor citotoxicidade, em ambas as linhagens celulares, e na presenca ou ndo
do ativo 5-ALA, isto concorda com o0s experimentos mostrados na figura 54 e figura 56, onde
se observa uma boa biocompatibilidade tanto do PVA quanto do PLGA em ambas as linhagens.

Para os sistemas sem ativo figura 57 (A) e para a linhagem HDFn, o sistema C-SE-
PVA-PEG apresenta viabilidade alta, mostrando-se, por tanto pouco citotoxico para as células
em ambas doses de luz, mantendo a maior viabilidade pra 8 J.cm™. Em contrapartida, para esta
mesma dose de luz o sistema com maior taxa de mortabilidade é o sistema B-SE-PEG com
77,25% de morte celular. Para 8 J.cm™, no entanto, as viabilidade celulares de ambos os
sistemas sdo bem proximas com aproximadamente 62 e 67%, respectivamente. Para 0s
sistemas com ativo figura 57 (B) e para a linhagem HDFn, o sistema C-SE-PVA-PEG-ALA
apresenta a menor viabilidade, aproximadamente 33% quando as células foram mantidas no
escuro. No escuro a maior viabilidade celular é dado para o sistema A-DE-PVA. Para 3, 8 e 20
J.cm? C-SE-PVA-PEG-ALA novamente apresenta a menor viabilidade celular baixa,
correspondendo, aproximada e respectivamente, a 22%; 9% e 8% de viabilidade, que pode ser
associado a maior concentracdo de PEG nos sistemas, além de poder ser um indicio de maior

liberacdo in vitro do 5-ALA, que por consequéncia pode levar ao maior acimulo de PplX. Do
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mesmo modo o sistema A pode liberar mais lentamente 0 5-ALA mostrando melhores
resultados de viabilidade celular.

Quando avaliamos os resultados para a linhagem tumoral A431figura 57 (C) para os
sistemas sem ativo, observamos que o A-DE-PVA novamente apresenta, na maioria das doses,
a maior viabilidade celular. O sistema C-SE-PVA-PEG manteve a viabilidade de 52 a 57% de
viabilidade, mostrando que a toxicidade néo foi dependente da dose de luz aplicada, e mantendo
a viabilidade de aproximadamente 78% para 0s sistemas mantidos no escuro. Novamente 0S
sistemas com PEG respectivamente para B-SE-PEG e E-DE-PEG-PVA mantiveram o
comportamento de viabilidade proximos ao sistema C, mostrando que para a linhagem tumoral,
0 PEG pode influenciar na toxicidade dos sistemas. No entanto em comparac¢do aos analogos
analisados para HDFn, o sistema C é 0 menos citotoxico para as células.

Para os sistemas com ativo figura 57 (D) é possivel avaliar que o A-DE-PVA-ALA
apresenta boa viabilidade celular no escuro, porém para 3 J.cm a melhor viabilidade celular é
para o sistema E-DE-PEG-PVA-ALA. Para as 3, 8 e 20 J.cm™ o sistema A apresenta
citotoxicidade proxima ao sistema D-SE-PVA-ALA. Para aquela linhagem o sistema C-SE-
PVA-PEG-ALA apresenta viabilidade celular decrescente e aproximada de 87%; 11%; 9% e
8% conforme aumenta-se as energias. Com estes conjuntos de resultados podemos sugerir que
a dose de luz de 3 J.cm, pode ser uma boa dose para ser aplicado na linhagem celular A431,
pois, nesta dose h& morte celular de mais de 90% das células, com viabilidade de 21,91% para
linhagem normal. Além disso, € possivel dizer que a viabilidade celular é consequéncia da
liberacdo do ativo in vitro, e por tanto, associada ao 5-ALA presente nas nanoestruturas e que
o método de obtencéo de sintese (se por simples ou dupla emulsdo), além da diferenciacéo da
presenca de tensoativos (PVA, PEG400 ou PEG-PVA) que mostram toxicidades diferentes.
Mas, estas respostas sdo dependentes, ainda, do tipo de internalizacao celular, concentracao do
ativo das nanoparticulas, acimulo nas mitocondrias, formato das nanoparticulas, tempo de
incubacdo e producédo de PplX dentre outros fatores (59,195). Embora, ndo se possa comparar
em quantidade de concentracdo do ativo em relacdo ao ativo livre este € um dado relevante,
visto que, a melhor dose de luz para se matar as células tumorais com o 5-ALA livre é de 8

J.cm. Estes dados s3o melhores estudados na sequéncia.
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significativamente diferentes (alfa=0,05), ajustado por Tukey.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Fototoxicidade para os sistemas de nanoparticulas C-PEG-PVA e C-PEG-PVA-ALA

Como a dimerizagdo do 5-ALA é um fator dependente do pH do meio, nesta etapa
investigamos as mudancas de pH quando o ativo livre ou nanoencapsulado ¢é adicionado aos
meios bioldgicos de estudos, medindo a temperatura de (25,0+0,02)°C, estes resultados sao
qualitativos visto que ndo se determinou a dimerizacdo do 5-ALA no meio. Os resultados estdo

mostrados na tabela 19:

Tabela 19 - Variacdo média de pH para o 5-ALA, C-SE-PEG-PVA e C-SE-PEG-PVA para PBS, DEMEM (alta
glicose) e DEMEM.

Solugdo/Amostra pH (u.a.) (£0,03) Coloracéo

PBS 7,41 Transparente
PBS + ALAS® 3,50 Transparente
PBS + C-SE-PEG-PVA 7,60 Transparente
PBS + C-SE-PEG-PVA-ALA 7,46 Transparente
DEMEM (alta glicose) (a.9) 7,72 Vermelho claro
DEMEM (a.g) + ALAS 7,25 Amarelo
DEMEM (a.g) + C-SE-PEG-PVA’ 7,91 Rosa claro
DEMEM (a.g) + C-SE-PEG-PVA-ALA 7,60 Vermelho claro
DEMEM 7,76 Vermelho escuro
DEMEM + ALA 7,20 Laranja
DEMEM + C-SE-PEG-PVA 7,84 Vermelho escuro
DEMEM + C-SE-PEG-PVA-ALA 7,60 Vermelho claro

Fonte: Elaborada pela autora.
Para as a solucdes analisadas, observou-se que apenas para a solucdo PBS + 5-ALA o

pH ficou na faixa 4cida. Tanto para o tampdo PBS, quanto para os meios DEMEM de alta e
baixa glicose ao se adicionar o 5-ALA ou as nanoparticulas com ativo o pH das solucdes
ficaram mais acidas, no entanto todas as solucdes ficaram na faixa basica de pH, podendo
indicar que a acidez das solucdes de nanoparticulas ndo leva a morte celular. As mudancas de
coloracdo dos meios estdo relacionadas aos produtos de reacdo, no entanto os pHs mais basicos
podem indicar a quebra da molécula do 5-ALA no pH mais neutro ou simplesmente pela
interacdo ibnica do ativo com os meios, além de possiveis produtos de degradacdo relacionados
a degradacdo do PLGA. (196)

Dando continuidade aos estudos das nanoparticulas, ja alinhando aos estudos
anteriores, avaliamos para o sistema C-SE-PEG-PVA e C-SE-PEG-PVA-ALA, em diferentes
concentragdes e para as linhagens HDFn e A431 a eficcia da terapia fotodinamica, para as

mesmas doses de energia avaliadas para o 5-ALA. Deste modo temos a figura 58:

5 Concentragdo 5-ALA: 5mM.
6 Concentragéo (3:5) (v:v) (5-ALA: meio).
" Concentragéo (3:5) (v:v) (nanoparticulas: meio).
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Figura 58 - Terapia fotodindmica para as linhagens de pele (A) e (B) fibrioblatos (HDFn) e (C) e (D) ndo-malanoma
incubadas por 24h com os sistemas de nanoparticulas (A) e (C) C-SE-PEG-PVA e (B) (D) C-SE-PEG-
PVA. A porcentagem de células vivas estdo normalizadas em func¢do das células sem incubacéo (0
J.cm™). Os valores representam a média e desvio padréo (n =9, para trés repeticdes de ocasio).

Fonte: Elaborada pela autora.

Observa-se que para ambas as linhagens e na presenca ou ndo do ativo quando a
concentracdo de nanoparticulas aumenta, a viabilidade celular diminui, também é possivel
analisar que na figura 58 (A) e figura 58 (C), as nanoparticulas sem ativo sdo menos citotdxicas,
do que quando comparadas as nanoparticulas com ativo figura 58 (B) e figura 58 (D).

Para as nanoparticulas sem ativo, as menores viabilidades estdo relacionadas as
maiores concentragdes, quando incubadas tanto nos fibroblastos quanto pelas células néo-
melanoma. Este é um resultado esperado, visto que 0 aumento de concentracdo destes materiais
alteram o ciclo de proliferagdo celular, como também mostrado para as analises poliméricas na
figura 54.

Além da concentragdo, a morte celular esta relacionada diretamente ao aumento de
dose de luz empregada. Para as nanoparticulas com ativo incubadas na linhagem celular de

cancer ndo-melanoma, depois de 24 horas, figura 58 (D), observou-se que ha uma clara divisao
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entre dois grupos com as energias de 8 e 20 J.cm? e 0 e 3 J.cm, onde em situacdes de maiores
energias ha a tendéncia de ocorrer maior morte celular. Ainda nestas mesmas condicdes, figura
58 (D), s6 foi observado a proliferagdo celular para a dose 3 J.cm, na concentragéo de 0,5 mM,
com aumento de 10,44% em relagéo ao controle.

Comparando as doses de luz aplicadas, em relacdo as células tumorais e as células
saudaveis, temos que para a dose de 8 J.cm a melhor dose-resposta. Para a célula tumoral na
concentragéo de 0,3333 mg.mL™, o que equivale a 0,5 mM figura 58 (D), naquela dose ha a
mortalidade 46,78%, em relagcdo ao controle que corresponde a viabilidade de 53,22%. Nestas
mesmas condi¢cOes para a linhagem de fibroblastos a viabilidade é de 76,28%, figura 58 (B).
Para as nanoparticulas sem ativo figura 58 (C), na mesma dose luz, a linhagem ndo-melanoma
apresenta viabilidade de 65,42% enquanto a linhagem de células saudaveis apresenta
viabilidade de 97,47%. Estas respostas implicam que as nanoparticulas com ativo sao capazes
de matar as células tumorais, mas mantendo a viabilidade das células saudaveis.

Para aquelas condicdes para o 5-ALA livre, temos que para a linhagem normal, figura
55, a viabilidade celular € de 18% e para as células de cancer de pele ndo-melanoma, figura 56,
a viabilidade celular é de 5%, aproximadamente. Isto implica que para as mesmas
concentracdes (0,5 mM) e mesma dose de luz (8 J.cm™), apesar das nanoparticulas matarem
menos células tumorais, ela aumenta a viabilidade celular para a célula de pele normal o que é
um ganho para a TFD.

Quando fazemos a mesma comparagdo para 1 mM as células saudaveis, notamos que
0 5-ALA livre, a nanoparticula sem ativo e a nanoparticula com ativo apresentam, respectiva e
aproximadamente, 11%, 88% e 28% de viabilidade. Enquanto que para as células tumorais na
mesma ordem anterior apresentam 4%, 67% e 10% de viabilidade. Estes resultados novamente
podem mostrar que as nanoparticulas com ativo mostram maior interagdo com as células

tumorais. Analisando-se estes dados estatisticamente, temos que:
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Figura 59 - Andlise estatpistica para as linhagens de pele fibrioblatos (HDFn)) ndo-malanoma incubadas por 24h
com os sistemas de nanoparticulas C-SE-PEG-PVA, C-SE-PEG-PVA-ALA e 5-ALA livre para duas
concentragdoes: 0,5 mM e 1,0 mM, para a dose resposta de 8 J.cm=. A porcentagem de células vivas
estdo normalizadas em funcdo das células sem incubacéo (0 J.cm). Os valores representam a média +
desvio padrdo (n =9, para trés repeti¢cdes de ocasido). *Grupoos que compartilham a mesma letra ndo
sdo significativamente diferentes (alfa=0,05), ajustado por Tukey. Diferenca significativa (p <0,001);
teste multivarida ANOVA).

Fonte: Elaborada pela autora.

O 5-ALA ndo apresenta diferenca estatistica para nenhuma das linhagens. As
nanoparticulas sem ativo apresentam diferenca estatistica apenas para a HDfn. E por fim as
nanoparticulas com ativo apresentam diferencas estatisticas entre as linhagens, onde é possivel
observar gque este grupo aumenta a mortalidade das células tumorais, mostrando a maior
diferenciacdo entre 0s grupos e, por tanto, mostrando a eficacia das nanoparticulas nos testes in
vitro. As duas doses-respostas sdo satisfatorias para o estudo.

Da literatura sabemos de varios estudos de casos de que mostram a eficacia de
nanoparticulas de PLGA, na encapsulacdo de FS, aumentando a eficiéncia e reduzindo a
viabilidade de células de canceres. Além disso, devido a sua area superficial € esperado que as
nanoparticulas sejam capazes de entregar uma maior quantidade de 5-ALA e por consequéncia
melhorar a internalizagdo e producgéo de PplX, por tanto, os resultados apresentados parecem
promissores para isto. (21,197)

Segundo Shi et al. (2013) (59) um ponto importante é que estes resultados sdo
dependentes da somatoria dos materiais usados nas sinteses das nanoparticulas. Por exemplo, 0

PVA residual pode diminuir a absorcéo celular, no entanto este fato pode ser melhorado com o
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uso do PEG. As propriedades das nanoparticulas sao melhoradas exatamente por causa da carga
superficial formada além das ligacGes covalentes entre 0 PLGA e o PEG. No mesmo trabalho
citado, para a concentragio de 2,7 mg.mL de nanoparticulas de PLGA-ALA (equivalente a
0,1 mM ALA) melhorou a mortalidade de células ndo-melanoma depois de 4 horas de
incubacdo. Estudos in vivo também séo relatados com sucesso para nanoparticulas semelhantes
destes estudos. (60)

Os resultados dos nossos estudos colaboram com a literatura, mostrando que
desenvolvemos um sistema de nanoparticulas bem-sucedido que pode melhorar a eficacia da
TFD, em relacdo ao uso do 5-ALA livre, para aplicacGes em canceres de pele ndo-melanoma.
Estudos in vitro devem ser propostos para comprovar esta relacdo de melhoria de dose-resposta
das nanoparticulas aplicadas ao uso da TFD, bem como novas doses de incubacdo das

nanoparticulas.

6.2.3 Quantificacdo da producao de protoporfirina IX por espectroscopia de fluorescéncia

Os principais métodos desenvolvidos para sua quantificacdo de PplX séao
espectrofluorometria, HPLC com deteccdo UV ou fluorescéncia e deteccdo ultravioleta. Neste
trabalho, para a andlise da quantificacgio de PplX enddgena analisamos por
espectrofluorimetria. © DMSO foi escolhido como solvente da PpIX devido a boa solubilidade
do PplIX neste meio. (188) A curva de emissdao em 200 nm e excitacdo em 630 nm da PpIX em
DMSO ¢ apresentada no APENDICE C, na figura 67.

Para se determinar a PplX produzida pela internalizacdo das nanoparticulas nas células
de pele normal e tumoral foi realizado a curva de calibracdo da PplX, como emissdo em 630nm
e excitacdo em 400 nm e a partir da regido linear da curva foi calculado as respectivas
concentragdes. A curva de calibracdo € apresentada na figura 60. Neste método, assim como o
método de derivatizacdo apresentado anteriormente, ha muitas etapas e padronizacdes que
podem induzir aos erros sistematicos. Assim, este estudo deve ser melhor investigado, por

outras técnicas, como microscopia de fluorescéncia.
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Figura 60 - Curva de calibragdo de producéo de fluorescéncia para PplX em DMSO, com excitacdo em 400 nm e
emissdo em 630 nm.

Fonte: Elaborada pela autora.

A figura 61 mostra a producdo de PpIX enddgena depois de 24 horas de incubagdo
em comparacdo com o 5-ALA livre e as nanoparticulas com ativo para as células de fibroblastos
(HDFn) e ndo-melanoma (A431).
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Figura 61 - Producdo de PplX enddgena depois de 24 horas de incubagdo em comparagdo com o 5-ALA livre e as
nanoparticulas com ativo para as (A) células fibroblastos (HDFn) e (B) células ndo-melanoma (A431).
Os valores representam a média + desvio padréo (n = 6, para duas repeti¢des de ocasido).

Fonte: Elaborada pela autora.

Para os fibroblastos observa-se que ha maior acimulo de PplX para as nanoparticulas,
do que em relacdo as mesmas concentracdes iniciais do 5-ALA livre. No entanto para
concentragdes mais altas é possivel observar que a curva do 5-ALA livre aumenta a sua
producdo. No caso das células tumorais um efeito ndo esperado foi encontrado, visto que para

concentragdes entre 1,0 e 1,5 mM as produgdes sdo bem préximas tendo um aumento para o 5-
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ALA livre a partir das concentracdes de 2,0 mM. Este era um efeito esperado para 0 J.cm™
embora outras avaliacOes para diferentes doses respostas de luz devam ser realizadas (59)

Nos estudos de Shi et al. (2013) (59) a principal diferenca entre a internalizacéo de
nanoparticulas de PLGA que carreiam 0 5-ALA e 0 5-ALA livre sdo as rotas de entrega e
internalizacdo nas células. Nos seus estudos ficou claro que o 5-ALA nanoencapsulado é
entregue diretamente no citoplasma se acumulando nas mitocondrias e por isso 0 aumento
elevado de PplX é observado. Além disso, sabemos que as nanoparticulas podem oferecer uma
melhor estabilidade para a molécula, melhorando também a producéo de PplX. Neste trabalho,
apenas a fotocitotoxicidade induzida foi melhor para as nanoparticulas, mas nao a producdo.
Para Shi e seus colaboradores isto pode ocorrer principalmente porque o 5-ALA livre pode ser
dissolvido diretamente no compartimento extracelular, se decompondo enquanto que as
nanoparticulas de PLGA direcionam e protegem o ativo de tal a degradacdo. No entanto,
diferentes rotas de captacdo celular podem ocorrer com o 5-ALA livre e as nanoparticulas
levando a estas diferencas na producdo de PpIX. Novos estudos podem ser propostos para a
avaliacdo da PplX enddgena, visto os erros experimentais envolvidos ao longo da padronizacéao
dos experimentos.

No geral como as concentracfes necessarias de nanoparticulas é menor do 5-ALA
livre, pode-se mostrar uma melhora na fotocitotoxicidade, pois, houve melhora na mortalidade
de células ndo-melanoma em relacdo ao 5-ALA. Atingir igual ou efeito proximo ao da molécula
livre com concentracGes menores pode reduzir efeitos colaterais in vivo e até mesmo diminuir

0 custo dos tratamentos para a TFD.

6.3 Conclusdes parciais

Nestes estudos foi observado que o PEG é menos citotdxico para as células tumorais
de A431, do que quando comparadas as células saudaveis HDFn. O mesmo foi observado para
os polimeros PLGA e PVA, que formar as nanoparticulas poliméricas.

Na segunda etapa foi mostrado que a viabilidade celular para o 5-ALA é dependente
das concentracdes e das doses de luz aplicadas, onde quanto maior a dose de luz maior a dose-
resposta de citotoxicidade, relacéo esta mantida para as concentragGes. Tivemos como principal
resultado que concentragfes tdo baixas quanto 20 UM j& foi responsavel em diminuir a
viabilidade celular, onde para diferentes linhagens, tivemos respostas diferentes de perfil de
morte celular. A melhor dose de luz para se matar as células tumorais com o 5-ALA livre foi
de 8 J.cm?.



196

Mostramos também que quando comparamos todos 0s sistemas de nanoparticulas
obtidos em diferentes rotas sintéticas e também formados por diferentes associacdes do
tensoativos, os perfis de viabilidade foram diferentes. Nesta etapa comparativa tivemos como
primeira pergunta que, para a linhagem tumoral, a melhor dose-resposta em relagéo a TFD foi
de3 J.cm, no entanto esta hipGtese foi melhor avaliada, e concluimos que uma das melhores
doses-resposta foi obtida para 8 J.cm? e para a concentragio de 0,3333 mg.mL? de
nanoparticulas, o que equivale a 0,5 mM do 5-ALA livre. Pressupomos também que a
viabilidade é diretamente proporcional a liberacdo do ativo nanoencapsulado in vitro, o que foi
apenas confrontado com a literatura.

Apesar do sistema melhorar a fototoxicidade a producéo de PplX, mostrou o resultado
contrario tendo o acumulo preferencial nas células saudaveis e ndo nas tumorais. Estes
resultados devem ser melhores investigados, levando-se em consideragdo aspectos
morfoldgicos e intracelulares, como por exemplo, o pH citosolico, deficiéncias na geracédo da
PpIX pelas mitocondrias e a acdo de bombas localizadas em membranas de células tumorais,
que poder&o atuar expulsando a PpIX formada.

Por fim, conseguimos mostrar que a partir das comparacGes entre as nanoparticulas
sem ativo, com ativo e 5-ALA e comparando entre as duas linhagens de pele estudadas tivemos
uma internalizacdo eficaz do 5-ALA pelas membranas celulares. Melhoramos a mortalidade
celular da célula de cancer ndo-melanoma em aproximadamente 21% quando comparado nas
mesmas condic¢des que 0 5-ALA livre. Estes sdo dados relevantes, mostrando que sistemas de
nanoparticulas obtidos por simples emulsdo podem melhorar a eficacia de ativos lipofilicos,

inclusive mostrando resultados promissores para a melhoria da TFD tdpica e transdérmica.
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7 CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho contribui para mostrar que o uso da nanotecnologia associada a TFD topica
pode ser muito promissor. Com o principal objetivo de se desenvolver um sistema de
nanoparticulas que fosse capaz de aumentar a biodisponibilidade do 5-ALA nas células
tumorais, melhorando o tratamento topico e com potencial para uso e producdo na indudstria
farmacéutica, este trabalho desenvolveu dois sistemas para tanto, modificando rotas sintéticas,
de modo a se obter sistemas simples (objetivando menor custo de producdo), de boa
estabilidade, de facil reproducdo em laboratdrio e futuras escalas industriais.

Primeiramente foram realizadas buscas por materiais j& em aprovacdo para uso de
sistemas de nanoparticulas por 6rgdo regulamentadores como a ANVISA e o FDA.
Posteriormente, realizamos diversos testes com métodos de obtencdo, reagentes quimicos,
proporcOes de fases e materiais, com o objetivo de obter sistemas que fosse primeiramente
estavel suficientes para se passar pelo primeiro processo de escalonamento laboratorial. Nesta
fase, foram obtidos sistemas de nanoparticulas com ativo na faixa de tamanho entre 200 e 500
nm, dependentes dos métodos de obtencdo de sintese. A maior contribuicdo foi a importancia
da temperatura de obtencao de sintese para se obter a formacdo de dupla camada elétrica para
se estabilizacdo dos sistemas, a partir do uso do tensoativo PVA. A primeira colaboracdo desta
tese foi 0 desenvolvimento de um sistema obtido por simples emulsdo para o carreamento de
ativos hidrofilicos.

Na segunda etapa, analisamos cinco sistemas de nanoparticulas divididos em dois
grupos principais obtidos por simples ou dupla emulséo, com a estabilizacdo dos sistemas com
os tensoativos PVA e PEG400 ou associacao entre estes. Comparando o0s sistemas por medidas
temporais de estabilidades, em diferentes temperaturas, mostramos que as nanoparticulas
melhoram a estabilidade do 5-ALA livre, sendo bons sistemas para aplicacfes na industria
farmacéutica, podendo ser mantidos ao longo tempo na temperatura de 4°C e em 24°C. Além
disso, analisamos a superficie das particulas por técnicas que nos permitiram dizer sobre a
formacdo a estabilidade das nanoparticulas. Assim, mostramos que o PEG funcionaliza as
superficies das particulas através das analises observadas, e que 0 5-ALA esta adsorvido na
superficie das nanoparticulas. Foram através destas analises e com os resultados de tamanho,
potencial Zeta e PDI, que mostramos através dos mapas de visualizagdes (IDMAP) o melhor

sistema potencial com o método de simples emulséo, contribuindo para a literatura atual.



198

Na terceira etapa, foi mostrado que o sistema de nanoparticulas determinado
anteriormente como potencial para uso em TFD, € um sistema que varia em fungdo do pH,
levando o ativo a ficar mais exposto na superficie. Uma das etapas que mostramos maior
contribuicéo foi no entendimento da degradacao térmica propondo que a interacdo entre 0 PVA
e 0 PEG e a matriz de PLGA néo é apenas uma mistura fisica, indicando que o PVA fica mais
externo na superficie, seguido da interacdo do PEG e PVA na superficie do PLGA. Mostramos
que os sistemas tém uma eficiéncia de encapsulacdo alta de 57%, com um padrdo de liberagdo
lento e sustentado, levando ao um aumento de fluxo de permeagdo das nanoparticulas em
relacdo ao 5-ALA livre, quando estudado pela técnica células de Franz.

Por ultimo, caracterizamos 0s sistemas com e sem ativo, em comparacdo ao 5-ALA
livre em culturas de células de pele normal (fibroblastos, HDFn) e tumorais (ndo-melanoma,
A431). Mostramos que a viabilidade celular é diretamente relacionada a concentragdo e do
aumento de dose de luz aplicado tanto do ativo livre quanto do ativo nanoencapsulado in vitro,
0 que foi apenas confrontado com a literatura. Mostramos que a melhor dose-resposta para
nanoparticulas nas células tumorais € 8 J.cm, para 0,3333 mg. mL™! de nanoparticulas, o que
equivale a 0,5 mM do 5-ALA livre, o que implica na maior seletividade as células tumorais,
portanto, potencializando a acdo do 5-ALA. Apesar das nanoparticulas melhorarem a
fototoxicidade, indicando a internalizacdo eficaz em principio ndo melhoramos a producéao de
PpIX. Neste ponto, sugere-se estudos para 0 melhor entendimentos dos mecanismos que levam
a uma menor concentragao da PplX em tumores de pele ndo-melanoma.

Finalmente os dados obtidos nesta tese sdo relevantes e colaborativos mostrando que
sistemas de nanoparticulas obtidos por simples emulsdo podem ter eficicia de carrear ativos
lipofilicos, inclusive mostrando resultados promissores para o tratamento de canceres de pele
com o uso da TFD tdpica e transdérmica. Espera-se com este trabalho contribuir com o uso da
nanotecnologia para a melhoria da TFD para tratamentos de canceres de pele ndo-melanoma e,

até mesmo, outras doencas de pele relacionadas.
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APENDICE A - ETAPA 1 - PESQUISA DESENVOLVIMENTO E

INOVACAO

Principais referéncias para o nanoencapsulamento do 5-ALA. Tipos de emulsdes e resultados

para tamanho (DLS) reportados da literatura.

Tabela 20 - Principais referéncias para o desenvolvimento dos sistemas.

Tipo de emulséo Ativo encapsulado Tamanho Referéncia
Simples® Ativo lipofilico (6leo  (189+55) nm Silva, G.R., 2015 (61)
essencial)
Dupla? 5-ALA 249,5 nm Shi, L. etal., 2013.
(59)
Simples® 5-ALA 194 a 249,5 nm Shaker, M.N., et al.,
2014 (60)
Simples PPIX (280£60,2) nm Silva, C.L. etal.,
2013 (198)
Simplest! Nano-ALA e metil- 210,2 nm Passos, S.K. et al.,
ALA 2013 (199)

Fonte: Elaborada pela autora.

8 Nanoparticulas desenvolvidas com poli(acido latico) (PLA).

® PLGA(75:25) e tamanho depois da liofilizagao.
10 pLGA (85:15)

1 polilactideo-poliglicol e lipideo lipidios de fosfatidilcolina de ovo (50:50).
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Gréaficos de analises de estabilidade para os sistemas iniciais para as de sintese dupla emulséo,
tensoativo PVA, agitacdo de 750 rpm (fase interna) e 3000rpm (fase externa), avaliados em

duas temperaturas de armazenamento (4% 23°C), com e sem a encapsulacdo do ativo (5-ALA).
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Figura 62 - Os gréficos representam as diferencas no (A) diametro médio, (B) PDI, (C) potencial Zeta e (D) pH
em funcdo do tempo. Em cada um dos gréaficos podemos ver os valores para nanoparticulas com e
sem ativo, para a velocidade de fase externa de 750 rpm, avaliadas nas temperaturas de 4° e 23°C,
entre os dias 1 e 23. A fase tensoativa é formada pelo PVA. Os erros representam os valores do desvio
padrdo de analises em quintuplicata.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Sintese simples emulsdo, tensoativo PVA, agitacdo de 1500 rpm, avaliados em uma temperatura

de armazenamento (23°C), com e sem a encapsulacao do ativo (5-ALA).
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Figura 63 - Os gréficos representam as diferencas no (E) didmetro médio, (F) PDI, (G) potencial Zeta e (H) pH
em funcdo do tempo. Em cada um dos graficos podemos ver os valores para nanoparticulas com e
sem ativo, para a velocidade de fase externa de 1500 rpm, avaliadas na temperatura 23°C, entre 0s
dias 1 e 22. A fase tensoativa é formada pelo PVA. Os erros representam os valores do desvio padrao
de anélises em quintuplicata.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Teste (19), sintese dupla emulsdo, tensoativo PVA, agitacdo da fase interna de 1500 rpm e da
fase externa de 3000 rmp, avaliados em duas temperaturas de armazenamento (4° e 23°C), com
e sem a encapsulacéo do ativo (5-ALA).
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Figura 64 - Os graficos representam as diferencas no (I) diametro médio, (J) PDI, (K) potencial Zeta e (L) pH em
fungdo do tempo. Em cada um dos graficos podemos ver os valores para nanoparticulas com e sem
ativo, para a velocidade de fase interna de 1500 rpm e fase externa 3000 rpm, avaliadas nas
temperaturas de 4° e 23°C, entre os dias 1 e 23. A fase tensoativa é formada pelo PVA. Os erros
representam os valores do desvio padréo de analises em quintuplicata.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Teste (16) e teste (17) tensoativo PEG400 e PVA-PEG, respectivamente, com agitacdo da fase
de 1500 rpm, sintese simples emulsdo, avaliados em duas temperaturas de armazenamento (4°

e 23°C), com e sem a encapsulacdo do ativo (5-ALA).
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Figura 65 - Os graficos representam as diferencas no (M) diametro médio, (N) PDI, (O) potencial Zeta e (P) pH
em funcdo do tempo. Em cada um dos gréficos podemos ver os valores para nanoparticulas com e
sem ativo, para a velocidade de fase de 1500 rpm e, avaliadas nas temperaturas de 4° e 23°C, entre 0S
dias 1 e 23. A fase tensoativa é formada pela associacdo fisica PEG400-PVA e PEG. Os erros
representam os valores do desvio padrdo de analises em quintuplicata.

Fonte: Elaborada pela autora.






219

APENDICE B - ETAPA 2 - SI'N:I'ESE E CARACTERIZACOES PARA OS
SISTEMAS DE NANOPARTICULAS
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Figura 66 - Teste de estabilidade forcada em funcéo do tempo (56°C) (A) sistemas com PVA como tensoativo para

dupla (A-DE-PVA e A-DE-PVA-ALA) e simples (D-SE-PVA e D-SE-PVA-ALA) emulséo e para (B)
sistemas com PVA e PEG como tensoativos para dupla (E-DE-PEG-PVA e E-DE-PEG-PVA-ALA) e
simples (B-SE-PEG e B-SE-PEG-ALA) e C-SE-PEG-PVA e C-SE-PEG-PVA-ALA).

Fonte: Elaborada pela autora.
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Principais grupos atribuidos para as anélises de FTIR para as matérias primas (PVA, PLGA,
PEG400) e 0 5-ALA.

Tabela 21 - Atribuicdes de FTIR para os principais grupos presentes no 5-ALA.

5-ALA/ Grupo funcional
Frequéncia (cm)

3433.29 VasNH2

3008.95 OH---O (dimero)

2621.26 vasCH

1938.46 (Fermi, fotossensibilizador)
1724.36 C=0 aminoécido (OH acoplado)
1589.34 NH.(deformac&o)

1379.10 CN

1222.87 C-OH (deformacao antiassimétrica)
1097.50 v CO

1047.35 NH.(deformac&o)

860.25 NH.(deformagéo)

775.38 c-Cl

632.65 CH (Wagging)

Fonte: Elaborada pela autora.



Tabela 22 - Atribuigdes de FTIR para os principais grupos presentes no PEG(400). Fonte: Propria autora

PEG/ Frequéncia (cm?)  Grupo funcional

3352.28
2972.31
2885.96
1699.29

1473.62
1350.17
1219.01
1085.92
947.06
773.46

OH

VSCHZ

CH_ (biphonic)

OH (scissoring bending duas
ligagbes de OH na molécula
de agua)

vsCH> (trissure no plano)
OH (deformacéo no plano))
vasC-0O—C

C-0-C

c-C

c-C

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 23 - AtribuicBes de FTIR para os principais grupos presentes no PLGA.

PLGA/
Freguéncia (cm™)

Grupo funcional

2997.38
2833.43
1761.01
1427.32
1377.17
1132.21
1087.85

vsCH

VaSCHg

C=0

CH_ (deformac&o assimétrica)
CHgs (deformac&o antissimétrica)
C-O—C (poliéster alifatico)
C-O—C (poliéster alifatico)

Fonte: Elaborada pela autora.

221



222

Tabela 24 - Atribuices de FTIR para os principais grupos presentes no PVA. Fonte: Prdpria autora

PVA/ Grupo funcional
Frequéncia (cm™)

3140.11 OH (com bandas H)
2933.73 vasCH

2835.36 vsCH

1714.72 C=0

1105.21 C-O—C (acetal)
1373.32 CHs

1238.30 O0-C-C

1093.64 C-0-C

Fonte: Elaborada pela autora.
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APENDICE C - ANALISES COMPARATIVAS DE PRECO DE CUSTO
PARA OS SISTEMAS DE NANOPARTPICULAS

Preco de custo para materiais primas/ insumos farmacéuticos utilizados no
escalonamento laboratorial (ndo inclusa agua Milli-Q e cotacdo para apenas um fornecedor no
Brasil). Dados de 26/08/2020, consultados em Sigma Aldrich

(https://www.sigmaaldrich.com/brazil.html), Neon Comercial

(https://www.neoncomercial.com.br/) e PDT Pharma (http://www.pdtpharma.com.br/). (Data
de consulta: 26/08/2020).

Tabela 25 - Custo para materiais primas/insumos farmacéuticos utilizados no escalonamento laboratorial (ndo
inclusa agua Milli-Q e cotacdo para apenas um fornecedor no Brasil).

Matéria Prima Quantidade Preco (R$)
PLGA (50:50) 59 4286,00
PVA 1 kg 891,00
Kollisolv PEG400 - 1kg 305,00
Acetona P.A. 1L 36,16
5-ALA (Sigma-Aldrich) 50 7745,00
5-ALA (PDT Pharma) 1lg 850,00

Fonte: Elaborada pela autora.


https://www.sigmaaldrich.com/brazil.html
https://www.neoncomercial.com.br/
http://www.pdtpharma.com.br/
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Caélculo de custo aproximado para cada sistema desenvolvido, para nanoparticulas com ativo e
volume final de 190 mL (ndo inclusa agua Milli-Q, materiais permanentes e energia elétrica).

Dados baseados na tabela 25.

Tabela 26 - Calculo de custo aproximado para escalonamento laboratorial (ndo inclusa agua Milli-Q e cotagdo
para apenas um fornecedor no Brasil), para volume final de 190mL, mostrando a diferenca de preco
com o calculo do insumo 5-ALA fornecido pela Sigma-Aldrich e pela PDT Pharma.

Nanosistema Preco de custo (R$)'?  Preco de custo (R$) *°
A 381,88 322,46
B 380,77 321,35
C 381,38 321,97
D 269,67 269,43
E 210,25 210,02

Fonte: Elaborada pela autora.

12 Para o insumo 5-ALA (Sigma-Aldrich)
13 Para o insumo 5-ALA (PDT Pharma)
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APENDICE D - ESPECTRO DE FLUORESCENCIA DA PPIX EM DMSO
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Figura 67 - Espectro de fluorescéncia da PplX (A) emissdo em 400 nm e excitagdo em 630 nm. A solucdo de PpIX
foi anlaisada em DMSO na concentragdo de 5mg. mL™.

Fonte: Elaborada pela autora.
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