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RESUMO

Entre as diversas abordagens terapéuticas contra o cancer, a terapia
fotodindmica (TFD) destaca-se por ser uma técnica menos invasiva, mais
seletiva e especifica. A combinacdo de fotossensibilizantes (FS) com
nanomateriais tem melhorado a eficiéncia da TFD. Assim, o presente trabalho
teve como objetivo utilizar reagentes de proveniéncia natural, especificamente
manteiga de murumuru (Astrocaryum murumuru), na composicdo de
nanossistemas para serem associados a FS ja utlizados em terapia
fotodinamica anticancer, no caso, cloreto de aluminio-ftalocianina (AIFtCI). Os
resultados obtidos revelaram nanoparticulas eficientes para o carreamento de
AIFtCl, alta estabilidade inicial quando estocadas a temperatura ambiente ou a
4 °C, diametro hidrodinamico (DH) menor que 100 nm e indice de polidisperséo
(IPD) < 0.2. A nanoparticula lipidica sélida de manteiga de murumuru associada
a AIFtCl na concentracdo de 20 uM (NLSM-AIFtCI-20) apresentou excelente
atividade fotodinamica e auséncia de toxicidade quando ndo irradiada. Além
disso, as células de melanoma murino B16F10, quando tratadas com NLSM-
AIFtCI-20 apresentaram caracteristicas morfolégicas semelhantes as
apresentadas pelas células tratadas com mitoxantrona (MTX), um
quimioterapico com potencial indutor de apoptose. O nanossistema proposto
além de fornecer informacdes importantes para o desenvolvimento de protocolos
clinicos mais eficientes de terapia anticancer, promove o fortalecimento das
cadeias de valor da biodiversidade amazénica, uma das maiores potencialidades
bioecon6micas do pais.

Palavras-chaves: nanotecnologia, terapia fotodinamica, bioeconomia,

melanoma, in vitro.



ABSTRACT

Among the various therapeutic approaches against cancer, photodynamic
therapy (PDT) stands out for being a less invasive, more selective and specific
technique. The combination of photosensitizers (FS) with nanomaterials has
improved the efficiency of PDT. Thus, the present work aimed to use reagents of
natural origin, specifically murumuru butter (Astrocaryum murumuru), in the
composition of nanosystems to be associated with FS already used in anti-cancer
photodynamic therapy, in this case, aluminum chloride-phthalocyanine (AIFtCI) .
The results obtained revealed efficient nanoparticles for carrying AIFtCI, high
initial stability when stored at room temperature or at 4 ° C, hydrodynamic
diameter (DH) less than 100 nm and polydispersion index (IPD) <0.2. The solid
lipid nanoparticle of murumuru butter associated with AIFtCI at a concentration of
20 uM (NLSM-AIFtCI-20) showed excellent photodynamic activity and absence
of toxicity when not irradiated. In addition, murine melanoma cells B16F10, when
treated with NLSM-AIFtCI-20, presented morphological characteristics similar to
those presented by cells treated with mitoxantrone (MTX), a chemotherapy with
potential for apoptosis inducing. The proposed nanosystem, in addition to
providing important information for the development of more efficient clinical
protocols for anticancer therapy, promotes the strengthening of the value chains
of Amazonian biodiversity, one of the greatest bioeconomic potentials in the

country.
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in vitro.
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1. INTRODUCAO

1.1.Tratamentos Anticancer

Atualmente, a combinacdo de remocéao cirdrgica com quimioterapia ou
radioterapia é a estratégia comumente indicada para o tratamento da maioria
dos canceres. No entanto, a taxa de morbidade associada a essas terapias €
bastante significativa, principalmente devido a sua baixa seletividade para o
tecido tumoral. A maioria dos medicamentos anticAncer utilizados nas
guimioterapias convencionais possui acdo inespecifica, com janela terapéutica
muito estreita, comprometendo a qualidade de vida do paciente (ETHIRAJAN et
al., 2011). Além disso, normalmente o tempo de meia vida destes farmacos é
bastante curto, o que exige a administracdo dos farmacos por periodos mais
longos. Assim, algumas estratégias sdo usadas para superar esses
inconvenientes, entre elas, a nanomedicina, que utiliza sistemas carreadores na
escala nanométrica para entrega dos farmacos; e a terapia fotodinamica, que
combina farmacos fotossensiveis e ativagcdo com luz para gerar os efeitos toxicos

da terapia (DOLMANS; FUKUMURA; JAIN, 2003; HARE et al., 2017).

1.2.Nanotecnologia e Terapia Fotodinamica

De acordo com a International Organization for Standardization (1SO),
em sua especificacdo técnica ISO/TS 80004-1:2015, nanotecnologia € a
aplicacdo de conhecimento cientifico para manipular e controlar (inclusive
sintetizar) a matéria predominantemente em nanoescala (tamanho inferior a
1000 nm) para fazer uso de propriedades e fendbmenos especificos e
relacionados ao seu tamanho e estrutura, distintos daqueles associados a

atomos ou moléculas individuais ou a tamanhos maiores do mesmo material.



Assim, nanomedicina pode ser entendida como 0 uso de materiais em
nanoescala ou nanoestruturados na medicina que, de acordo com sua estrutura,
tém efeitos médicos unicos, por exemplo, a capacidade de atravessar barreiras
biolégicas ou o direcionamento passivo dos tecidos (WAGNER et al., 2006).

Entre as potenciais vantagens da nanomedicina também podemos citar
a capacidade de aumentar o tempo de meia vida de farmacos carreados por
nanoparticulas, o que pode reduzir a dose necessaria. Além disso, as formas
farmacéuticas produzidas por nanotecnologia também auxiliam na disperséo dos
farmacos veiculados, o que auxilia no procedimento de administracdo dos
mesmos.

Com relacédo a terapia fotodindmica (TFD), podemos defini-la como uma
terapia que envolve a administragcdo de um agente fotossensibilizante no tumor,
seguido pela ativacédo do agente pela luz de um comprimento de onda especifico.
Esta terapia resulta em uma sequéncia de processos fotoquimicos e
fotobiologicos que promovem a geracdo de uma cascata de espécies reativas de
oxigénio (EROs), que por sua vez vao gerar danos irreversiveis aos tecidos
tumorais (DOUGHERTY et al., 1998).

A TFD envolve 3 componentes essenciais: fotossensibilizante (FS), luz
e oxigénio. Sua ac¢ao decorre da excitagdo do FS pela luz, no comprimento de
onda apropriado, ou seja, cada FS é ativado por um tipo de luz diferente, o que
garante certa especificidade ao tratamento. O FS excitado entédo interage com o
oxigénio molecular e essa reacao termina na formacéo de EROs, que tém efeitos
citotoxicos diretos e indiretos sobre as células tumorais. Nos efeitos diretos, as
EROs causam inducédo da morte celular neoplasica por estresse oxidativo, ou

seja, eliminacdo das células tumorais pelo excesso de radicais livres. Com



relacdo aos efeitos indiretos, as EROs geradas podem lesionar as células
endoteliais que revestem o0s vasos sanguineos, promovendo a formacgdo de
microtrombos e consequente obliteracdo da microvasculatura tumoral e
consequente infarto tecidual local. Além disso, durante a morte celular, diferentes
células de defesa séo recrutadas no local e uma resposta imunoldgica contra
estas células em estresse pode ser desenvolvida (AGOSTINIS et al., 2011).

A TFD tem sido uma opgédo atraente no tratamento de alguns tumores
sélidos e outras doencas devido a sua abordagem terapéutica superior e menos
invasiva, colaborando para uma toxicidade sistémica minima (HOPPER, 2000).
Para tumores superficiais a TFD pode ser realizada em ambiente ambulatorial,
0 que reduz o tempo e custo de aplicacdo da terapia. Ademais, a principal
vantagem da TFD sobre as terapias anticancer convencionais € a capacidade de
limitar efeitos toxicos para os tecidos biolégicos expostos ao FS e a luz,
protegendo assim os tecidos normais (ZHANG et al., 2018). Nosso grupo de
pesquisa tem experiéncia no desenvolvimento de nanocarreadores de farmacos
fotossensibilizantes para o tratamento de diferentes tipos de tumores. Como
background, jA foram desenvolvidos ensaios pré-clinicos in vitro e in vivo
utilizando esta modalidade terapéutica com bastante sucesso no tratamento
destes modelos de estudo. Ademais, ja foram realizados estudos clinicos
envolvendo pacientes veterinarios e humanos para o tratamento de tumores
superficiais utilizando uma nanoemulsdo lipidica contendo o fotossensibilizante

cloreto de aluminio ftalocianina.

1.2.1. FOTOSSENSIBILIZANTES
Um fotossensibilizante ideal para TFD deve possuir as seguintes

caracteristicas: (1) facil obtencdo, levando-se em consideracdo custo e



viabilidade comercial, (2) forma quimica pura de composi¢cdo conhecida, (3)
soluvel e estavel em meios fisiologicos ou formulagbes farmaceuticamente
aceitaveis, (4) alto coeficiente de excitacdo na janela fototerapéutica (650-850
nm — regido do vermelho do espectro visivel e infravermelho) e baixa absorcéo
em 400-600 nm, (5) rendimento quéantico inerentemente alto para a formacéo de
EROs, especialmente as espécies fortemente oxidativas como oxigénio singleto,
(6) toxicidade minima na auséncia de luz, (7) alta seletividade, acumulando-se
preferencialmente nos tumores e ndo em tecidos saudaveis e (8) liberagéo rapida
do corpo apés o tratamento (O'CONNOR; GALLAGHER; BYRNE, 2009; LI et al.,
2019).

A primeira geragdo de fotossensibilizantes é composta principalmente
de porfirinas e seus derivados. Apesar de apresentarem uma longa histéria
clinica de uso, possuem baixa seletividade ao tecido neoplasico, fraca absor¢éo
de luz na janela fototerapéutica e baixa eliminagcdo do organismo. A segunda
geracdo de fotossensibilizantes, por sua vez, foi desenvolvida para suprir as
deficiéncias dos FS de primeira geragdo: possuem menor periodo de
fotossensibilizacao, forte banda de absorcao na regido entre 650-850 nm, maior
eficiéncia na producéo de oxigénio singleto, além de melhor seletividade tumoral
(ALLISON et al., 2010). A principal desvantagem do FS de segunda geracéo &
sua baixa solubilidade em agua, fator que limita significativamente a
administrac@o intravenosa e forca a busca de novos métodos carreamento
(KWIATKOWSKI et al., 2018).

Entre os FSs de segunda geracdo, destacam-se as ftalocianinas (Ft),
principalmente porque apresentam algumas caracteristicas ideais para a TFD

anticancer, como absorc¢ao de luz entre 660 e 770 nm, alto rendimento quantico



para a geragcdo de oxigénio singleto, acumulo rapido e prolongado nas células
cancerigenas, rapida eliminacdo do organismo e oOtimas propriedades foto-
fisicas e foto-quimicas quando comparadas a outros fotossensibilizantes. Além
disso, suas estruturas quimicas sdo facilmente modificadas através de
introducdo de metais centrais e axiais, periféricos e néo periféricos substituintes
(Indio, Zinco, Galio e Aluminio, por exemplo). Contudo, a mesma caracteristica
que possibilita tantas vantagens € o maior limitante da aplicacdo das Fts em
sistemas bioldgicos: apesar de o alto grau de hidrofobia das Fts auxiliar na sua
retencdo nos orgaos-alvo, a sua baixa solubilidade em meio fisioldgico torna sua
administracdo direta inviavel devido a aglomeracdo de suas moléculas. A
agregacdo de moléculas implica, ainda, na consideravel reducdo de sua
atividade fotodinamica por meio do efeito de extingdo (quenching, em inglés)
(DURMUS, 2007; IDOWU; NYOKONG, 2007; LONGO et al, 2009;
MUEHLMANN et al., 2014; GOTO; SIQUEIRA-MOURA; TEDESCO, 2017,
ZHANG et al., 2018; LI et al., 2019).

A hidrofobicidade e a ndo seletividade dos FSs, a hipdxia grave inerente
aos tecidos tumorais e a profundidade limitada da penetracdo da luz restringem
as aplicacdes clinicas da TFD (LI; YAN, 2018). Desenvolveram-se, entéo,
sistemas de administracdo de medicamentos, para uma TFD mais precisa
(MUEHLMANN et al., 2014; VILLA NOVA et al., 2015; CALIXTO et al., 2016;
MONGE-FUENTES et al.,, 2017; WANG et al.,, 2020). Sdo os chamados
fotossensibilizantes de terceira geracdo: FS de primeira e segunda geracéo
conjugados a modificadores, como nanoparticulas, por exemplo, que
possibilitam uma entrega de farmacos mais eficaz, reduzindo, inclusive, a

citotoxicidade contra células normais.



1.2.2. NANOCARREADORES

Conforme descrito anteriormente, a eficacia da TFD é dependente da
producgéo de oxigénio singleto e do direcionamento seletivo, sem causar danos
a tecidos saudaveis. Para atingir esse objetivo, os fotossensibilizantes foram
modificados usando sistemas de nanocarreadores, como lipossomas,
nanoparticulas  poliméricas, nanoparticulas metalicas, nanoparticulas
lipidicas, etc.

Esses nanocarreadores permitem a superacao de falhas associadas a
TFD convencional, oferecendo uma maior razdo superficie/volume, maior
disponibilidade de FS no local de destino, coeficiente de extingdo melhorado,
além de possibilitar ajustes nas propriedades do FS (QIDWAI et al., 2020).
Ademais, o espa¢co nanoscoépico criado por estes carreadores permite que
farmacos insoluveis se mantenham dispersos, fator que é fundamental para o

desenvolvimento de todo o processo fotoquimico.

1.2.3. NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS

Entre os varios tipos de nanoparticulas que podem ser associadas a FS
para uso em terapia fotodinamica anticancer, destacam-se as nanoparticulas
lipidicas solidas (NLSs).

As NLSs sdo particulas coloidais em escala nanométrica, constituidas
por lipidios sélidos em temperatura ambiente, biocompativeis e biodegradaveis,
estabilizados por agentes tensoativos.

Sabe-se que as nanoparticulas a base de lipidios sdo menos toxicas e
mais biocompativeis em comparacdo com as nanoparticulas inorganicas ou
poliméricas pois todos 0s seus componentes sdo completamente biodegradados

pela maquinaria metabdlica celular (H MULLER; SHEGOKAR; M KECK, 2011,



BAYON-CORDERO; ALKORTA; ARANA, 2019). Os NLSs possuem alta
estabilidade, leve toxicidade, dispensam o uso de solventes organicos, admitem
produgdo em escala industrial e permitem as mais diversas vias de
administracdo (HU; TANG; CUI, 2004; BELOQUI et al., 2016; GHASEMIYEH,;
MOHAMMADI-SAMANI, 2018; FONSECA-SANTOS et al., 2019). Na Tabela 3
sao apresentadas as principais vantagens e desvantagens da aplicacao de NLSs

como carreadores de farmacos.

Tabela 1 — Vantagens e desvantagens da aplicacdo de NLSs como carreadores de farmacos.

Caracteristicas Aspectos Exemplos Comentérios/Perspectivas

Vantagens Tecnolégico Protegdo de drogas contra Amplo espectro de possiveis
produtos quimicos e rotas de administragéo
degradacédo enzimatica
Estabilidade fisica Aumento da estabilidade da

droga na formulagéo
Habilidade de incorporar Versatilidade na aplicacdo
drogas hidrofilicas e como carreador de drogas de
hidrofébicas diferentes grupos
farmacoldgicos
Producéo pode ser Possibilidade de producgéo
escalonada industrial
F4cil fabricacéo Possibilidade de fabricagcdo em
laboratério, baixo custo
Dispensa solventes Sem preocupacgdes com
organicos toxicidade, quimica verde
Habilidade de carregar Possibilidade de uma terapia
dois agentes ativos (co- mais eficiente (terapia
delivery) combinada)
Alta eficiéncia de Minimizacdo da dose de
aprisionamento de drogas formulacio
Possibilidade de Adequada para adminstracéo
esterilizacéo parenteral
Pequeno diametro e Sistema atraente para entrega
estreita distribuicdo de drogas
Vantagens Biolégico Diferentes vias de Maior espectro de aplicacdo de

administracéo

Biodegradavel

drogas, possibilidade de melhor
selecao de terapia
Possibilidade de aplicacdo
como matriz para liberagéo
sustentada de farmaco



Caracteristicas Aspectos

Exemplos

Comentérios/Perspectivas

Desvantagens  Tecnolégico

Desvantagens  Biologico

Liberag&o de droga
controlada

Direcionamento especifico
ao alvo

Biocompatibilidade

Aumento da
biodisponibilidade do
medicamento incorporado
Minimizagao de efeitos
colaterais de drogas
toxicas

Cruzamento eficiente de
barreiras biolégicas

Reduc¢éo da frequéncia de
dosagem

Expulséo de drogas apés
transicao polimdrfica
durante o armazenamento

Baixa capacidade de carga
de drogas
Polidisperséo

Aglomeracao

Armazenamento em
condicdes refrigeradas

Alta temperatura de
formulacdo

Efeito burst inicial da droga
incorporada

Tempo de circulagdo
relativamente baixo

Segurancga para 0s pacientes,
possibilidade de liberacdo
prolongada do medicamento,
pode ser fornecida uma
concentragao terapéutica do
medicamento no plasma

Diminuicdo da toxicidade
sistémica, terapia direcionada

Evita reacdes alergénicas
Minimizacdo da dose

Aumento da seguranga do
paciente

Possibilidade de varias vias de
administracéo

Adeséo dos pacientes

Problemas de estabilidade
durante o armazenamento e a
administracéo, limitacdo para
producéo industrial
Necessérias altas doses da
formulacdo

Inapropriado para
administraco intravenosa

Problemas no armazenamento

Problemas no transporte,
aumento no custo de
armazenamento

Problema com drogas
termolabeis

Risco de overdose no paciente

Reconhecimento rapido pelo
sistema reticuloendotelial antes
de atingir o tecido alvo

Nota. Fonte: (GESZKE-MORITZ; MORITZ, 2016)

As manteigas obtidas a partir de sementes de plantas tém se destacado
como produtos promissores para o desenvolvimento de nanoparticulas lipidicas
sélidas. Portanto, o mapeamento sistematico em torno do desenvolvimento
tecnoldégico de nanoestruturas produzidas a partir de manteigas derivadas de

plantas é potencialmente valioso para pesquisadores interessados em novas



formulagBes alternativas para terapia farmacolégica, com potenciais impactos
industriais, econémicos, de saude e sociais (COELHO et al., 2020). Algumas
manteigas vegetais, como a manteiga de murumuru (Astrocaryum murumuru),
sdo praticamente inexploradas na producdo de nanoparticulas lipidicas, contudo
podem ser consideradas promissoras, devido a suas composi¢cdes particulares
(GOMES et al., 2019).

Além disso, a identificacdo de propriedades farmacologicas destas fontes
naturais de manteigas tem grande potencial de impacto na agregacao de valor a
estes produtos. Em termos de bioeconomia, cadeias produtivas longas podem

ser geradas a partir da identificacdo destas potenciais propriedades.

1.2.4. METODOS DE PREPARAGAO DE NLSs

Pode-se classificar os métodos de producdo de NLSs em dois grandes
grupos: processos de alta energia (ou de carater top-down) e processos de baixa
energia (de carater bottom-up) (ANTON; BENOIT; SAULNIER, 2008).

Processos de alta energia usam dispositivos mecanicos especialmente
projetados (homogeneizadores) que geram altos niveis de energia, capazes de
quebrar as particulas em tamanhos menores. Em contrapartida, abordagens de
baixa energia induzem os sistemas a auto-agregacao (self-assembling) por meio
da manipulacdo adequada das propriedades fisico-quimicas do sistema.
Especial atencédo tem sido dada tais processos, pois constituem metodologias
capazes de prevenir a degradacéo das moléculas encapsuladas, além de serem
interessantes no que se refere a escalonamento, ja que sao relativamente
simples e apresentam um baixo consumo energético (ANTON; BENOIT;

SAULNIER, 2008).



Nos métodos de baixa energia, o fator-chave é o cruzamento da curva
de transicdo de emuls@es lipidio em agua (L / A) em emulsbes agua em
lipidio (A /L), denominada inversdo de fase transicional, que ocorre devido a
mudancas na formulacdo (alteragbes de parametros fisico-quimicos no
tensoativo, na fase aquosa ou na fase lipidica), as quais podem alterar a
afinidade hidrofilica ou lipofilica do tensoativo (MORAIS; ROCHA-FILHO;
BURGESS, 2009).

O tipo de inversao de fase transicional mais comum é a inversao de fase
por temperatura (PIT — do inglés — phase inversion temperature). Esse método
se dé& a partir da alteracao esponténea da curvatura de tensoativos ndo ionicos,
0 que acontece com a mudanca de temperatura do sistema (Figura 2). Sistemas
L / A em baixas temperaturas, sao forcadas a se transformar em sistemas A/ L
em temperaturas mais altas e vice-versa. Durante o resfriamento, 0 sistema
cruza um ponto de tensdo superficial minima, promovendo a formacédo de
goticulas de 6leo finamente dispersas (MEI et al., 2011). Ou seja, no método de
preparacao PIT, o uso de um tensoativo ndo iénico leva a uma inversao de uma
macroemulsdo L / A para uma emulséo A/ L durante o0 aumento de temperatura,
para, finalmente formar uma nanoemulsdo L / A durante o resfriamento
(CORRIAS; LAI, 2011).

O conceito de PIT refere-se a temperatura ou intervalo de temperaturas
nas quais as propriedades hidrofilicas e lipofilicas de um tensoativo nao-iénico
estdo em equilibrio. Assim, o tensoativo pode modificar sua afinidade por agua

e lipidio em funcéo da temperatura (SCHALBART; KAWAJI; FUMOTO, 2010).



O método PIT tira proveito das tensdes superficiais extremamente
baixas no ponto de temperatura de equilibrio hidrofilico-lipofilico para promover
sistemas nos quais pode-se obter tamanhos de gotas muito pequenos. No
entanto, as emulsfes sdo muito instaveis: se a temperatura do sistema é
rapidamente afastada da temperatura PIT por um rapido resfriamento ou
aquecimento, podem ser produzidos sistemas cineticamente estavel L / A ou
A/ L, respectivamente (Figura 3). Durante este processo de resfriamento rapido,
moléculas do tensoativo migram rapidamente da fase lipidica para a fase
aquosa, resultando na formacdo espontanea de pequenas gotas de lipidio

devido ao aumento na area superficial e ao fluxo turbulento gerado (Figura 2-A).
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Figura 1 — Representagdo esquematica do método PIT. Em temperatura relativamente baixa (A),
0s grupos da cabeca do tensoativo sdo altamente hidratados, o que favorece a formacéo de
sistemas L / A. Com o aumento da temperatura, atinge-se um ponto critico denominado
temperatura de equilibrio hidrofilico-lipofilico (B). Neste ponto, a solubilidade do tensoativo nas
fases lipidicas e aquosas é aproximadamente igual, as tens6es superficiais sdo extremamente
baixas e o sistema aparece translicido. Em alta temperatura (C), a cabeca polar do tensoativo
encontra-se altamente desidratada, o que favorece a formacao de sistemas A / L (Adaptado de
JINTAPATTANAKIT, 2018).
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Figura 2 — Representacdo esquematica da relacdo entre temperatura, taxa de
coalescéncia e tensao superficial na formagao de nanossistemas pelo método PIT (Adaptado de
JINTAPATTANAKIT, 2018).

1.2.4.1. Agentes Estabilizantes Utilizados na Sintese de NLSs

Na sintese de NLSs, agentes estabilizantes, denominados tensoativos,
sdo capazes de reduzir a energia entre a fase lipidica e a fase aquosa durante a
preparacdo das particulas, gracas a sua tendéncia de se acumularem na
interface, formando uma camada em torno das particulas, que favorece a
estabilidade fisica da dispersdo durante o armazenamento (GORDILLO-

GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018).



Os tensoativos como agentes estabilizadores/solubilizantes em
formulag@es farmacéuticas melhoram a atividade biolégica e também controlam
o perfil de liberacdo do farmaco para diferentes fins terapéuticos. Alguns
pesquisadores relataram que o agente estabilizador influencia a estrutura
cristalina das particulas e determina, entre outros, seu comportamento
eletrocinético (HELGASON et al., 2009).

Os tensoativos n&o idnicos sdo amplamente utilizados para formar
nanossistemas devido a sua baixa toxicidade, auséncia de irritabilidade e
capacidade de formar nanoemulsdes facilmente por processos de alta e baixa

energia (MCCLEMENTS; RAO, 2011).

1.3.Bioeconomia, Quimica Verde e Sociobiodiversidade

Com 6 milhdes de km?, a Amazodnia é a maior floresta tropical do mundo
e abriga cerca de 16.000 espécies de arvores, 0 que a torna rica em recursos
genéticos de frutas e plantas oleaginosas, cuja exploracdo comercial €
potencialmente muito importante (TER STEEGE et al., 2013; PIMM et al., 2014;
SKIRYCZ et al., 2016; SERRA et al., 2019).

O uso desses recursos, com base no atual discurso global e influente da
bioeconomia, que enfoca o papel da pesquisa e desenvolvimento relacionados
as matérias-primas biologicas, bem como o estabelecimento de novas cadeias
de valor, pode causar mudancas institucionais na sociedade que trabalha e
depende desses insumos, sem negligenciar a preocupac¢ado ecolégica com o
desenvolvimento sustentavel (PULZL; KLEINSCHMIT; ARTS, 2014; BUGGE;
HANSEN; KLITKOU, 2016).

A busca pela eficiéncia combinada a responsabilidade ambiental encontra

outro importante conceito atual, a Quimica Verde, que oferece beneficios



econdmicos e ambientais ao processo, reduzindo as consequéncias
indesejadas, utilizando reagentes comuns ou naturais na composicao de um
determinado produto (TUCKER, 2006).

No Brasil, o Plano Nacional para a Promoc¢ao das Cadeias de Produtos
da Sociobiodiversidade (2009) propde linhas de acao, fontes de recursos e um
sistema de gestdo compartilhada e descentralizado, visando o fortalecimento
das cadeias produtivas e a consolidacdo de mercados sustentaveis para 0s
produtos e servi¢gos da sociobiodiversidade (produtos finais, matérias primas ou
beneficios gerados a partir de recursos da biodiversidade, voltados a formacgéao
de cadeias produtivas de interesse dos povos e comunidades tradicionais e de
agricultores familiares, que promovam a manutencdo e valorizagdo de suas
praticas e saberes, e assegurem os direitos decorrentes, gerando renda e

promovendo a melhoria de sua qualidade de vida e do ambiente em que vivem).

1.3.1. MANTEIGA DE MURUMURU

As plantas oleaginosas sao recursos de grande interesse com uma ampla
gama de aplicacBes em potencial nos campos nutricional, agricola, cosmético e
farmacéutico, devido ao amplo espectro de atividades biolégicas como atividade
antimicrobiana, repelente, analgésica, anti-inflamatéria e muitas outras (DE
MATOS et al., 2019).

Um exemplo de uma planta oleaginosa da Amazbdnia € o murumuru
(Astrocaryum murumuru), espécie perene, ocorrente no Amapa e em todo o
estuario do rio Amazonas especialmente em areas uUmidas e alagadas e

préximas a rios e lagos.



Figura 3 — Cocos de murumuru (Adaptado de SOS AMAZONIA, 2018).

Sua palmeira mede entre 3 e 6 metros de altura e pode produzir até 300
frutos (MAMBRIN; BARRERA ARELLANO, 1997). Um pé de murumuru produz
cerca de 11kg de caroco seco e, atraves de extracao hidraulica, o rendimento de
6leo pode chegar até 35% do peso seco da améndoa, equivalendo a cerca de

3,8 litros por pé (MORAIS, 2009).

Tabela 2 — Dados fisico-quimicos da manteiga de murumuru

Caracteristica Unidade  Apresentacao
Aparéncia Manteiga sélida

Cor Branco a amarelado
Odor Caracteristico
indice de iodo g12/100g 10-15

indice de saponificacéo mgKOH/g 230 — 240
Densidade 25°C g/ml  0,9325

Ponto de fusédo ce 30-35

Nota. Fonte: (MORAIS, 2009; PESCE, 2009)

Os Oleos extraidos das améndoas de murumuru tornam-se uma gordura

semi-sélida (manteiga) em temperatura ambiente, que contém cerca de 40% de



acido laurico, conhecido por suas atividades antifingicas, bactericidas, virucidas

e até anticancer (LIEBERMAN; ENIG; PREUSS, 2006; LAPPANO et al., 2017).

Tabela 3 — Composicao dos acidos graxos do murumuru

Acidos graxos Unidade Apresentagao
Caprilico (C 6:0) % massa 2a4
Céaprico (C 8:0) % massa la3
Laurico (C 12:0) % massa 40a 50
Miristico (C 14:0) % massa 28 a 33
Palmitico (C 16:0) % massa 5a10
Estearico (C 18:0) % massa 2ab
Oleico (C 18:1 — Omega 9) % massa 5a10
Linoleico (C 18:2 — Omega 6) % massa labs
Saturado % 90
Insaturado % 10

Nota. Fonte: (MORAIS, 2009; PESCE, 2009)

2. JUSTIFICATIVA

Assim, com base nos conceitos de bioeconomia e quimica verde e
combinando os excelentes resultados obtidos pela nanomedicina e terapia
fotodinamica contra o cancer, este trabalho visa desenvolver uma nanoparticula
lipidica solida, utilizando em sua composicdo a manteiga de murumuru,
combinada com o fotossensibilizador cloreto de aluminio-ftalocianina (AIFtCI).

Espera-se poder contribuir no desenvolvimento de novas formulagcées
para serem utilizadas como transportadores mais eficientes de farmacos, entre
outras possibilidades, além de apresentar uma alternativa sustentavel e menos

toxica aplicada a terapia fotodinamica anticancer.

3. OBJETIVOS
3.1.0bjetivo Geral

Desenvolver, dentro do contexto da nanotecnologia verde, formulacdes

contendo cloreto de aluminio-ftalocianina encapsuladas em nanoparticulas



lipidicas solidas com potencial para serem utilizadas como alternativas

sustentiveis e menos toxicas em terapias anticancer atuais.

3.2.0bjetivos Especificos

e Desenvolver nanoparticulas lipidicas sélidas cuja matriz lipidica seja
composta por manteigas naturais da AmazoOnia — especificamente,
murumuru (A. murumuru) — doravante denominadas NLSM, com diametro
hidrodinAmico menor que 100 nm, util ao direcionamento passivo a
tumores;

e Associar, as nanopatrticulas criadas, o cloreto de aluminio-ftalocianina
(NLSM-AIFtCI), de maneira a manter a sua atividade fotodinamica em
meio aquoso;

e Avaliar as caracteristicas coloidais (potencial zeta, diametro
hidrodindmico e indice de polidispersao) das NLSM-AIFtCI;

e Avaliar as propriedades foto-fisicas (espectros de fluorescéncia e
absorbancia) e fisico-quimicas (avaliacdo da producdo de espécies
reativas de oxigénio — EROs), das NLSM-AIFtCI,

¢ Realizar experimentos bioldgicos in vitro a fim de analisar a seguranca e
a eficacia das NLSM-AIFtCIl. Neste estudo, foram utilizadas células de

melanoma murino B16F10.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Desenvolvimento das Nanoparticulas Lipidicas Sdlidas
4.1.1. PREPARO DA NLS CONTENDO FOTOSSENSIBILIZANTE

As NLSMs contendo cloreto de aluminio-ftalocianina (NLSM-AIFtCI) foram
preparadas utilizando-se o AIFtCI como FS, Brij® O10 como tensoativo e
manteiga de murumuru (Amazon Oil Industry, Brasil) como solubilizante do FS.

Inicialmente, para formulacdo da NLSM sem o farmaco, foram colocados,
em um béquer, sob agitacédo (300 RPM), 1g de manteiga de murumuru e 2 g de
Brij® O10 (proporcéo 1:2) com temperatura de 50 °C por 10 minutos, até formar
uma mistura homogénea. Em seguida, 40 mL de agua destilada, previamente
aguecida a 75 °C, eram adicionados e mantidos sob agitacdo até que a
temperatura do sistema (doravante, neste trabalho, denominada temperatura
PIT) atingisse 75 °C. De imediato, entdo, o sistema era transferido para um
béquer resfriado e mantido sob agitacdo até atingir 25 °C, valor considerado
otimo em diversos estudos (IZQUIERDO et al., 2004, 2005; GAO;
MCCLEMENTS, 2016).

Foram testadas diferentes quantidades de agua destilada (20 mL, 30 mL,
40 mL e 50 mL); diferentes temperaturas PIT (70 °C, 75 °C, 80 °C, 85 °C e 90 °C);
e diferentes proporcbes de matrizes lipidicas:tensoativos (1:2, 1:1, 2:1 e
3:1 m/m).

Em seguida, foram realizados testes de avaliacdo das propriedades
coloidais das NLSMs obtidas e, apds definicdo dos melhores parametros, deu-
se prosseguimento aos testes com o FS.

A principio, as NLSM-AIFtCl foram preparadas baseadas no método
descrito por Muehlmann et al. (2015) e Rodrigues et al. (2020): em um béquer

foram dispostos o tensoativo Brij O 10® (1 g) e a manteiga de murumuru (2 g),



mantidos sob agitacéo (300 RPM) com temperatura de 50 °C por 10 minutos, a
fim de formar uma mistura homogénea. Em seguida, foi adicionado AlFtCI
(0,0023 g) solubilizado em 4 mL de etanol, sendo mantidos os parametros de
agitacao e temperatura por mais 30 minutos para evaporacéo do solvente. Entéo,
10 mL de 4gua destilada a 75°C foram adicionados ao sistema e temperatura do
agitador foi elevada para 85 °C. Aguardou-se o sistema atingir a temperatura PIT
de 80 °C e, imediatamente, foi feito o resfriamento rapido, ainda sob agita¢éo,
até que o sistema atingisse a temperatura de 25 °C. A concentracgéo final dessa
NLSM-AIFtCI foi de 40 uM. A partir desse método, foram formuladas NLSM-
AIFtCIl com diferentes concentracdes finais de AIFtCI (20 uM, 40 puM, 60 puM e 80
HM).

Por fim, foram realizados novos testes de avaliagdo das propriedades
coloidais, além da avaliacdo das propriedades foto-fisicas e fisico-quimicas das
NLSM-AIFtCI, com o intuito de determinar qual nanossistema reunia as

caracteristicas mais vantajosas.

4.1.2. CARACTERIZACAO E ESTABILIDADE DA NLS
4.1.2.1. Propriedades Coloidais

O diametro hidrodinamico (DH), o potencial zeta (PZ) e o indice de
polidispersao (IPD) das NLSs foram avaliados por dispersdo de luz dindmica e
dispersédo de luz eletroforética, respectivamente. As amostras foram diluidas a
uma proporcao de 1:10 (m/v) em agua destilada e todos os parametros foram
analisados com o auxilio do equipamento Zetasizer (ZS90, Malvern).

O DH determina o tamanho das particulas. Particulas menores tendem a
possuir maior versatilidade, no que se refere a vias de administracao do farmaco,

e maior eficacia, em se tratando de penetracdo nas células.



J& o IPD fornece informacgbes sobre a homogeneidade da distribuicdo dos
tamanhos das nanoparticulas, valores baixos de IPD (IPD < 0,2) estdo
relacionados a sistemas monodispersos, mais estaveis, enquanto valores de

IPD = 0,4 indicam uma distribuicéo polidispersa e com menor estabilidade.

4.1.2.2. Propriedades Foto-fisicas

Os espectros de fluorescéncia e absorbancia na regido visivel do espectro
eletromagnético foram tracados para NLSM e NLSM-AIFtClI, utilizando-se 200 yL
de cada solucéo, dissolvidos em agua destilada, em microplacas de 96 pocos,
transparentes (para absorbancia) ou negros opacos (para fluorescéncia). A
absorbancia foi medida entre os comprimentos de onda de luz (A) de 350 e 750
nm, com resolucao de 1 nm. A fluorescéncia foi mensurada sob excitagdo com A
de 400 nm e emissédo entre A de 350 e 750 nm, com resolucéo de 1 nm. Todas
as medidas foram realizadas sob temperatura de 25 °C em espectrofotdbmetro
leitor de microplacas (SpectraMax M2e, Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
USA). Os resultados foram expressos como unidades arbitrarias de

fluorescéncia (U.A.).

4.1.2.3. Propriedades Fisico-Quimicas (Avaliacdo da Producdo de Espécies
Reativas de Oxigénio)

Para avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), foi
utilizado o seguinte método (SPILLER et al., 1998; MUEHLMANN et al., 2015):
100 pL de cada uma das NLSM foram colocados em pog¢os de uma microplaca
de 96 pocos e imediatamente lida a absor¢cdo (410 nm) com auxilio de um
espectrofotdbmetro com leitora de placas. Em seguida, adicionaram-se 10 pL da

solucdo do reagente 1,3-difenil-isobenzofurano (DBF) as nanoformulactes de



cada poco e feita uma nova leitura (producdo de EROs 0%). O DBF é um
reagente quimico sensivel a presenca de EROs que possui pico de absor¢éo de
luz em torno de 410nm. Por ser atacado pelas espécies reativas geradas no
processo fotodindmico, este reagente é degradado a medida que estas espécies
séo geradas. Em termos metodologicos, observamos a extingdo do DBF pela

reducdo do pico de absorbancia tipico em 410 nm.

As NLSM-AIFtCI com DBF foram entdo irradiadas com densidades de
energia luminosa variando de 0,5 a 10,0 J/cm?. Esse procedimento se repetiu
até que houvesse a estabilizacdo da absorbancia das amostras (nivel maximo
de producdo de EROs). Os resultados foram expressos como porcentagem de

producédo de EROs em funcao da densidade energética.

4.1.2.4. Estabilidade sob Armazenamento

Apoés a avaliacdo das propriedades coloidais, foto-fisicas e fisico-quimicas
das NLSM-AIFtCl foram selecionadas as formulagbes mais vantajosas para
testes de estabilidade de armazenamento. Os testes foram realizados por
60 dias em trés condicdes diferentes: a 37 £ 0,5 °C; a temperatura ambiente (TA
— aproximadamente 25 °C); e a 4 £ 1°C. Para averiguar a estabilidade dos
nanossistemas desenvolvidos, foram considerados os parametros DH, IPD e PZ.
As amostras foram preparadas para analise conforme mencionado no item

42.2.1.

4.2.Ensaios In Vitro para a Avaliacdo da Seguranca e Eficacia
4.2.1. CuLTivo CELULAR
Linhagens celulares de melanoma murino (B16F10) foram mantidas em

meio de cultivo DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle’s Medium) estéril e



suplementado com soro fetal bovino 10% (v:v) e antibiotico (1 Ul/mL penicilina e
1 pg/mL streptomicina), pH 7,4. As células foram conservadas em incubadora a

37°C, em atmosfera umidificada contendo 5% de COa.

4.2.2. DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Células B16F10 foram semeadas em  concentracdo de
5 x 102 células/poco em placas de 96 pocos. Apds 24 horas foi realizada diluicéo
seriada 1:2 das NLSM (com concentragoes iniciais 20 pM e 40 uM de AlFtCl e
sem AIFtCl) em meio de cultivo DMEM suplementado. Apds 15 minutos de
exposi¢do a formulacédo, o sobrenadante foi retirado das células e estas foram
lavadas 2 vezes com PBS e acrescentado o meio de cultivo DMEM.

Posteriormente, as células foram expostas ao LED (660 nm, 25.88 J/cm?)
para aplicacdo da TFD durante 10 minutos. Ap6s o tratamento (24h), para
determinacao do indice de citotoxicidade, as células foram expostas a solucéo
de brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazdélio (MTT) em meio de
cultivo, método de avaliacédo colorimétrica descrito por Mosmann (1983). Neste
método, o MTT é utilizado como substrato de enzimas mitocondriais, que tem
como produto a formacao de cristais de formazan. Nesse sentido, a quantificacéo
dos cristais de formazan € um indicativo da atividade mitocondrial das células
viaveis. Para finalizar o experimento, a solucdo contendo MTT foi removida ap6s
duas horas e 200 pL de dimetilsulfoxido (ou sulfoxido de dimetilo — DMSQO) foram
adicionados para a extracdo e solubilizacdo dos cristais de formazan,
posteriormente quantificado em termos de absorbancia em comprimento de
onda especifico (595 nm).

A partir da medida do espectro de absorbancia com comprimento de onda

de 595 nm, obtido em espectrofotbmetro conjugado a leitora de microplacas, a



producdo de formazan foi quantificada e, portanto, determinada a viabilidade
celular, consequentemente pode-se determinar o indice de citotoxicidade de

50% (IC50).

4.2.3. ANALISE DA MORFOLOGIA DAS CELULAS TRATADAS

Para avaliar a atividade das NLSM nas células, 5 x 10* de células B16F10
foram semeadas em placas de cultivo de 24 pocos contendo laminulas. Apés 24
horas as células foram tratadas com os seguintes grupos: 1) IC50 com TFD;
2) IC50 sem TFD, 3) MTX (Mitoxantrona) e 4) Controle (meio de cultivo).

A mitoxantrona (MTX) é um quimioterapico utilizado como controle
positivo para apoptose (GARG; AGOSTINIS, 2014). Para a realizacdo do
experimento, a MTX foi dissolvida em DMSO na concentracéo final de 40uM. As
células foram expostas a MTX durante 30 minutos e foram lavadas 2 vezes com
PBS e meio novo foi colocado. Para os tratamentos com a NLSM, as células
foram expostas por 15 minutos e, em seguida, o sobrenadante foi retirado das
células e estas foram lavadas 2 vezes com PBS e acrescentado o meio de cultivo
DMEM. Posteriormente, um dos grupos de células foi exposto ao LED (660nm,
25.88 J/cm?) para aplicacdo da TFD durante 10 minutos.

ApOs o tratamento, todos os grupos foram lavados 2 vezes com PBS para
retirada do excesso de meio de cultivo. As laminulas foram imersas em acetona
de 10%, 30%, 50%, 70% e 100% para tirar toda a agua e depois recobertas com
ouro para serem analisadas no microscoépio eletrénico de varredura (MEV) nos
aumentos 300-2700x, possibilitando a andlise da morfologia e indugdo de

apoptose.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Desenvolvimento das Nanoparticulas Lipidicas Solidas
5.1.1. PROPRIEDADES COLOIDAIS

Conforme exposto no item 4.2.1, diversas variaveis foram testadas a fim
de se obter uma NLS sustentavel e menos toxica, a base de manteiga de
murumuru e estabilizada pelo tensoativo Brij® O10, com as melhores
propriedades coloidais.

Buscando reduzir o uso de tensoativo e consequentemente o potencial de
toxicidade do sistema formado, propor¢des distintas de lipidio:tensoativo foram

testadas. Os resultados do primeiro parametro avaliado estdo representados na

Figura 4.
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Figura 4 — Andlise das propriedades coloidas das NLSM obtidas com a variagdo na razdo
lipidio/tensoativo. Fica evidente que h& uma tendéncia de o aumento de lipidios no sistema
promover aumento de DH e IPD. Os quadrados em vermelho representam os dados de DH, e os
circulos azuis representam os dados referentes ao IPD. Os dados estdo representados como
média e desvio padrdo da média.

Observou-se que as proporcdes lipidio:tensoativo 1:2, 1:1 e 2:1 (m/m)
apresentaram resultados satisfatorios, dentro do proposto neste trabalho, com

DHs médios menores que 100 nm (17,36 nm; 30,96 nm; e 56,63 nm,



respectivamente) e monodispersas, com IPDs médios < 0.2 (0.048; 0.134; e
0.156, respectivamente). A excecdo coube a NLSM que apresentava a
propor¢cdo lipidio:tensoativo 3:1, com DH médio = 284,50 nm e IPD
médio = 0.436, possivelmente devido ao fenbmeno de agrega¢do — processo
irreversivel de adeséo inter-particular que leva a formagdo de aglomerados
grandes e irregulares, ocasionando instabilidade das particulas (MOORE et al.,
2015).

A correlagdo positiva entre a razéo lipidio/tensoativo e IPD representa o
fato jA bem estabelecido pela literatura de que ha concentracdo de tensoativo
ideal para a formacgédo de estruturas. Enquanto altas concentracdes podem
atingir a Concentracao Micelar Critica (CMC) e formar micelas de tensoativos e,
consequentemente, diferentes populagdes no sistema, baixas concentragdes de
tensoativo promovem formacao de poucas estruturas e/ou gera estruturas de
baixa estabilidade (VAN ELK et al., 2016).

O segundo parametro testado foi a quantidade de agua adicionada a
mistura lipidio/tensoativo. O resultado das andlises das propriedades coloidais
das NLSMs resultantes das formula¢cdes com 20 mL, 30 mL, 40 mL e 50 mL de
agua destilada esta expresso na Figura 5.

A NLSM produzida com 40 mL de &gua destilada apresentou DH médio
de aproximadamente 56 nm, portanto dentro do estabelecido como objetivo do
trabalho (particulas menores que 100 nm) e IPD médio de 0.156, o que indica
uma distribuicdo homogénea e uniforme das nanoparticulas. Verificou-se que
tanto o acréscimo quanto a reducdo da quantidade de agua destilada adicionada

a formulacao resultaram num aumento do DH e do IPD.
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Figura 5 — Avaliacdo do DH e do IPD nas NLSM formuladas com diferentes quantidades de
agua destilada. Os quadrados em vermelho representam os dados de DH, e os circulos azuis
representam os dados referentes IPD. Os dados estéo representados como média e desvio
padrdo da média.

Por fim, foi avaliada a temperatura de inversao de fase ideal para o
sistema. Primeiramente, a inversédo de fase foi observada visualmente, através
da mudanga na viscosidade e transparéncia (MORALES et al., 2003). A
avaliacdo visual, apesar de empirica, permitiu verificar mudancas significativas
no aspecto das formulacdes, a medida que a temperatura aumentava: um
aumento da translucidez foi verificado até 80 °C e, a partir de 85 °C, notou-se
turbidez e separacao de fases.

Os resultados obtidos na analise das propriedades coloidais das
formulacgdes (Figura 6) corroboram os achados aparentes, demonstrando uma
reducdo do DH e do IPD até a temperatura de 80 °C (DH médio = 33,31 nm e
IPD médio = 0.096), seguida do aumento dessas caracteristicas a partir dessa
temperatura. Dessa forma, concluiu-se que a temperatura PIT ideal se

encontrava proxima dos 80 °C.
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Figura 6 — Relacdo temperatura/DH/IPD. Os menores valores de DH e IPD foram verificados nas
formulagGes com temperatura PIT préxima a 80 °C. Os quadrados em vermelho representam os
dados de DH, e os circulos azuis representam os dados referentes ao IPD. Os dados estao
representados como média e desvio padrdo da média.

Com base no exposto nos paragrafos anteriores, selecionou-se a NLS
formulada com manteiga de murumuru e Brij® O10 na propor¢cdo 2:1, com
caracteristicas coloidais notaveis, que viabilizam a utilizacdo de tensoativo de
forma moderada, resultando em uma potencial reducédo de toxicidade. A essa
mistura, resumidamente e conforme descrito no item 4.2.1, foram adicionados
diferentes volumes de AIFtCI, seguidos de 40 mL de agua destilada até que fosse
atingida a temperatura PIT de 80 °C, a fim de se obter NLSM-AIFtCI com
diferentes concentracdes finais (20 uM, 40 uM, 60 uM e 80 uM). Por fim, foi feita

a avaliacao do DH e do IPD das formulacdes resultantes, exposta na Figura 7.
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Figura 7 — A variacdo da concentracdo de AIFtCl nas NLSM-AIFtCl n&o resultou em diferencas
significantes no tamanho médio das particulas e nem na média de polidispersividade.



O potencial zeta (PZ) das NLSM-AIFtCI também foi medido a fim de
antecipar a estabilidade das formula¢des. A medi¢cdo do PZ é uma técnica para
determinar a carga superficial de nanoparticulas em uma solucdo coloidal:
coloides de elevado potencial zeta (negativo ou positivo) sao eletricamente
estaveis enquanto coloides com baixos potenciais zeta tendem a coagular ou

flocular como descrito na Tabela 4 (KUMAR; DIXIT, 2017).

Tabela 4 — Comportamento de estabilidade do coloide com base no valor do potencial zeta.

Potencial Zeta [mV] Comportamento de Estabilidade do Coloide
de0az5 coagulacéo rapida ou floculagao

de + 10 para 30 instabilidade incipiente

de £ 30 para40 £ estabilidade moderada

de + 40 para 60 + boa estabilidade

mais do que £ 61 excelente estabilidade

Nota. Fonte: (KUMAR; DIXIT, 2017)

Os resultados obtidos (Figura 8) revelam nanoparticulas com PZ negativo,
0 que é uma caracteristica interessante, visto que particulas com carga negativa
possuem maior tempo de circulagdo, uma vez que possuem reduzida adsorcao
de proteinas plasmaticas e baixa taxa de captacao celular inespecifica (ALEXIS
et al., 2008). Contudo, os baixos valores de PZ ndo sinalizam uma estabilidade

teoricamente considerada excelente.
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Figura 8 — A variacdo da concentracdo de AIFtCl nas NLSM-AIFtCl n&o resultou em diferencas
significantes no potencial zeta das formulagdes.



Dessa forma, entre as variaveis testadas para obtencdo de uma NLS
sustentavel e menos tdxica, a base de manteiga de murumuru e estabilizada pelo
tensoativo Brij® O10, as melhores formulagdes foram obtidas utilizando-se a
razdo lipidio:tensoativo 2:1 (m:m), com caracteristicas coloidais notaveis, que
viabilizam a utilizacdo de tensoativo de forma moderada, resultando em uma
potencial reducao de toxicidade.

As formulacdes que apresentaram as propriedades coloidais mais
vantajosas foram aquelas as quais foram adicionados 40 mL de agua destilada
e que atingiram a temperatura PIT de 80 °C, resultando em nanossistemas com
DH médio de 56 nm e IPD médio de 0.156. Essas caracteristicas revelam

particulas monodispersas e de diametro (til para diversas vias de administracao.

5.1.2. PROPRIEDADES FOTO-FISICAS

Os espectros de absorbancia e de emisséo de fluorescéncia foram medidos
na NLSM e nas NLSM-AIFtCl obtidas (Figuras 9 e 10). Verificou-se que as NLSM-
AIFtCl contendo concentracdes finais de AlFtCl de 20 uM e 40 uM (NLSM-AIFtCI-
20 e NLSM-AIFtCI-40, respectivamente) apresentaram picos de absorbancia
proximos a 680 nm (676 nm e 674 nm, respectivamente). Esta € uma
caracteristica importante a ser considerada na avaliacdo da sua utilizacdo em
TFD anticancer ja que a janela terapéutica ideal para TFD estd na regido
espectral entre 600 - 800 nm, em que a penetracdo da radiacdo nos tecidos vivos
€ maior e a absorcdo por croméforos enddgenos (agua, proteinas, pigmentos
como a melanina e a bilirrubina) € menor (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN,

2004; CONTE et al., 2016; SORTINO, 2016).
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Figura 9 — Resultado da analise da absorbancia da NLSM e das NLSM-AIFtCI obtidas. NLSM-
AlIFtCI-20 e NLSM-AIFtCI-40 apresentaram picos de absorbancia préximos a 680 nm.
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Figura 10 — Resultado da analise da fluorescéncia (excitagcdo 400 nm) da NLSM e das NLSM-
AIFtCI obtidas. Picos relacionados as NLSM-AIFtCI-20 e NLSM-AIFtCI-40, préximo a 680 nm (683
e 682 nm, respectivamente).

No que se refere a fluorescéncia, constatou-se que o aumento da
concentracdo de AIFtCl foi acompanhado de uma reducdo na emissédo de
fluorescéncia, evento relacionado ao efeito de extincdo de fluorescéncia por
proximidade entre as moléculas de FS (quenching) ja observado anteriormente

(MUEHLMANN et al., 2015).



Assim, a variagdo da concentragdo de AIFtClI nas NLSM-AIFtCI nao
resultou em diferencas significantes no tamanho médio das particulas, na média
de polidispersividade e tampouco no potencial zeta das formulagdes. Contudo,
verificou-se que NLSM-AIFtCI-20 e NLSM-AIFtCI-40 apresentaram picos de
absorbancia e fluorescéncia préximos a 680 nm e que o aumento da
concentracdo de AIFtCl foi acompanhado de uma reducdo na emisséo de

fluorescéncia (efeito quenching).

5.1.3. PROPRIEDADES FisicO-QUIMICAS

A eficiéncia da TFD esta intimamente ligada as propriedades fisico-
quimicas dos FS. Os FS apresentam a capacidade de absorver luz e transmitir
a energia luminosa absorvida para o oxigénio molecular alterando seu estado
energético e formando as EROs.

As respostas celulares estimuladas pelas EROs sao diversas. Em baixas
concentracfes, estas espécies atuam na sinalizacdo celular influenciando
processos como modulacdo da expressdo de citocinas, de fatores de
crescimento e de fatores de expressdo génica. Em niveis elevados, provocam
alteracdo no transporte ibnico das células; liberacdo de enzimas hidroliticas
lisossomais; formacdo de produtos citotoxicos; danos em biomoléculas como
colesterol e fosfolipideos insaturados das membranas celulares, proteinas em
varios residuos de aminoacidos, e bases nitrogenadas dos acidos nucleicos; e,
finalmente, inducdo de morte celular por necrose, apoptose ou autofagia
(MILLER et al., 2003; ZHANG et al., 2003; NIKI et al., 2005; BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006).

A morte por necrose ocorre apés danos severos e descontrolados em

varias estruturas celulares, causando a perda do controle homeostatico, o



aumento do volume celular, a interrupcao da fungéo mitocondrial e o rompimento
da membrana celular ocorrendo liberacdo do contetdo intracelular no tecido,
danificando células vizinhas e causando uma resposta inflamatoéria intensa. Na
morte por apoptose, ha diminuicdo do volume celular com a condensacao
nuclear e do citoplasma, causando perda da aderéncia com a matriz extracelular
e com as células vizinhas. Durante a apoptose a cromatina é condensada, o DNA
cromossémico é clivado por endonucleases, formando-se corpos apoptéticos,
que, por sua vez, sao fagocitados por macréfagos (MCCONKEY, 1998).
Ressalta-se que 0s mecanismos de morte celular ndo s&o totalmente
independentes, podendo haver multiplos mecanismos atuando simultaneamente
(ZHIVOTOVSKY; ORRENIUS, 2010).

A resposta celular autofagica foi relacionada com a intensidade do
estimulo da TFD e, consequentemente, com o nivel de estresse oxidativo
gerado. Em baixas intensidades de luz e de FS, a autofagia atua garantindo a
remocdo de componentes celulares danificados, prevenindo o inicio de vias
apoptoticas, garantindo assim a viabilidade celular. Em doses médias de TFD,
tanto a apoptose quanto a autofagia podem contribuir para a morte celular e, em
doses muito elevadas de TFD, observa-se a ocorréncia de necrose.

Assim, a fim de verificar a eficiéncia da producédo de EROs pelas NLSM
obtidas, utilizou-se o método descrito por Spiller et al. (1998) que faz uso do
reagente DBF. O DBF é um reagente degradado por EROs, 0 que pode ser
mensurado pela queda na intensidade de seu pico de absorbancia em
comprimento de onda de 411 nm.

Corroborando os resultados encontrados na analise de emisséo de

fluorescéncia, tanto NLSM-AIFtCI-20 quanto NLSM-AIFtCI-40 apresentaram



elevadas porcentagens de producdo de EROs. NLSM-AIFtCI-20 destaca-se por
apresentar producéo de EROs maxima alcancada em uma densidade de energia
de 550 J / cm? enquanto as demais formulacdes ainda apresentavam
crescimento em 10,0 J / cm?. Conforme esperado, NLSM néo produziu EROs

sob irradiagao (Figura 11).
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Figura 11 — Produgdo de ERO’s pelo método de degradacdo do DBF para as diferentes
concentracdes de FS associadas as NLSM.

Com base nos resultados das andlises das propriedades foto-fisicas e
fisico-quimicas, as NLSM-AIFtCI-20 e NLSM-AIFtCI-40 foram escolhidas para

darem continuidade aos experimentos, juntamente com as NLSM sem FS.

5.1.4. ESTABILIDADE SOB ARMAZENAMENTO

ApGs o desenvolvimento, as NLSM, NLSM-AIFtCI-20 e NLSM-AIFtCI-40
foram selecionadas a partir dos testes anteriores e escolhidas para os testes
subsequentes. Para tal, as amostras foram armazenadas a 25 + 3 °C (T.A.), 37
+0,5°Ce4+1°C, em abrigo de luz. Os parametros de DH, IPD e PZ foram
avaliados 1, 15, 30, 45 e 60 dias ap0s o desenvolvimento das particulas. Os
resultados obtidos com a avaliagéo de estabilidade encontram-se expressos nas

Figuras 12, 13 e 14.



Durante os 60 dias de observacao, os trés nanossistemas mantiveram-se
estaveis em T.A. e 4 °C, ndo apresentando alteracdo significativa (p<0,05) de
DH, IDP e PZ. Nanoparticulas lipidicas soélidas sintetizadas a partir de manteiga
de murumuru por meio do método PIT também foram avaliadas por GOMES et
al.,, 2019 e demonstraram alta estabilidade por 120 dias, revelando boas
perspectivas para o futuro das NLSM produzidas neste estudo.

As amostras mantidas em estufa (37 °C) comecaram a apresentar
alteracdes no DH e no IPD entre 45 e 60 dias, indicando instabilidade. Tal
instabilidade € justificavel, ja que o ponto de fusdo da manteiga de murumuru
esta no intervalo entre 30 e 35 °C e a temperatura elevada da estufa
provavelmente interferiu no arranjo do sistema e favoreceu a formacdo de

agregados.
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Figura 12 — Estabilidade NLSM pelos parametros de DH, IPD e PZ, de 1 a 60 dias, a T.A., 37°C
e4°C.
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Figura 13 — Estabilidade NLSM-AIFtCI-20 pelos parametros de DH, IPD e PZ, de 1 a 60 dias, a
T.A.,37°Ce4°C.
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Figura 14 — Estabilidade NLSM-AIFtCI-40 pelos parametros de DH, IPD e PZ, de 1 a 60 dias, a
T.A.,37°Ce4°C.



5.2.Ensaios In Vitro Para a Avaliacdo da Seguranca e Eficacia
5.2.1. CITOTOXICIDADE IN VITRO

As NLSM, NLSM-AIFtCI-20 e NLSM-AIFtCI-40 foram testadas para
comprovar sua atividade no escuro e quando expostas ao LED.

Nos testes in vitro em células de melanoma murino (B16F10), a luz LED
por si s6 ndo afetou diretamente a viabilidade das células testadas, como
demonstrado na Figura 15. Este resultado esta de acordo com os descritos na
literatura, j& que esta fonte de luz emite luz em baixa intensidade, com pouco
potencial de promover danos as biomoléculas. Com relacdo aos efeitos
promovidos pela NLSM sem fotossensibilizador, também n&o foram observados
efeitos citotoxicos quando o nanocarreador foi exposto as células no escuro.
Esse resultado no escuro é um bom indicador de biocompatibilidade,
demonstrando o baixo potencial citotoxico desta formulagéo.

Em contrapartida, quando as células foram expostas ao sistema
nanoestruturado contendo a AlIFtCl, observamosuma diminui¢do significativa na
viabilidade celular das células B16F10 contendo NLSM-AIFtCI-20, com
concentracéo inibitéria (citotoxica) de 50% (IC50) de 19,62 nM. Ja para NLSM-
AIFtCI-40, o valor de IC50 foi 53,84 nM.

Por fim, durante a avaliacdo da TFD, que envolveu a exposicdo das
células aos nanocarreadores contendo AIFtCl e subsequente exposi¢éo ao LED,
observamos que a NLSM-AIFtCI-20 apresentou melhor atividade fotodinamica
do que a NLSM-AIFtCI-40 (Figura 15B). Tal comportamento pode ser justificado
pelo efeito de supressdo de fluorescéncia (quenching), j& mencionado
anteriormente (Figuras 9 e 10). Esse fendbmeno ocorre pois 0 confinamento

nanoscopico criado pela nanoparticula permite o carreamento de um numero



limitado de moléculas fotossensibilizadoras. A medida que esta concentracdo €
ultrapassada, podem ocorrer fendmenos relacionados a agregacdo molecular,
formando dimeros e grandes agregados de farmacos. Devido a esta agregacao
a energia de excitacdo dos farmacos nao consegue ser transmitido para fora do
sistema, criando espacgos de ressonancia das energias de excitacdo criadas

durante o processo fotodinamico.

B16F10 nao expostas ao LED (Escuro)
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Figura 15 — Viabilidade de células B16F10 expostas a NLSM, a NLSM-AIFtCI-20 e a NLSM-
AlIFtCI-40, avaliada pelo método MTT 24h apds tratamento. (A) Células tratadas mantidas no
escuro; (B) Células tratadas e irradiadas por LED (660nm, 25.88 J/cm?).

Ambas as concentracbfes demonstraram auséncia de toxicidade no
escuro (Figura 15-A), o que € um requisito geral para os sistemas de FS, pois

garante que apenas os tecidos contendo o FS e irradiados sejam afetados pelos



efeitos téxicos da TFD (ROBERTSON; EVANS; ABRAHAMSE, 2009;
MUEHLMANN et al., 2015).

Em resumo, nos experimentos bioldgicos in vitro, constatou-se que NLSM
nao apresentou citotoxicidade. NLSM-AIFtCI-20 e NLSM-AIFtCI-40
demonstraram auséncia de toxicidade no escuro e uma significativa reducéo na
viabilidade celular, quando submetidas a luz (LED — 660 nm, 25.88 J/cm3).
NLSM-AIFtCI-20 se mostrou mais eficiente na indugédo de morte celular, com
concentracéo inibitoria (citotoxica) de 50% (IC50) de 19,62 nM, contra 53,84 nM

de IC50 para NLSM-AIFtCI-40.

5.2.2. ANALISE DA MORFOLOGIA DAS CELULAS TRATADAS COM NLSM-ALFTCL-20

A andlise morfoldgica de culturas de células de melanoma murino B16F10
por microscopia eletrénica de varredura (MEV), representada na Figura 16,
mostrou diferencas na morfologia nos diferentes grupos de tratamento.

Nas células expostas ao MTX, foi observado um decréscimo na densidade
celular, tipico da perda da forma e de nutrientes causados pela apoptose, e
também no numero de células. Foi possivel observar, ainda, a formacéao de
corpos apoptoticos e de bolhas citoplasmaticas.

Tomando como base as observacdes feitas no grupo de MTX (Figura 16-
D), verificou-se, nas células expostas a NLSM-AIFtCI-20 e irradiadas (Figura 16-
C), alteracdes semelhantes as do grupo anterior (formacdo de corpos
apoptoticos e bolhas citoplasméticas), o que sugere indugdo de morte celular por
apoptose. Essas alteracfes estdo ausentes no grupo controle e nas células

tratadas com NLSM-AIFtCI-20 e néo irradiadas (Figuras 16-A e 16-B).



Figura 16 — Analise morfologica por microscopia eletrdnica de varredura (MEV) para analisar a
atividade fotodindmica da NLSM-AIFtCI-20. (A) Morfologia das células contendo apenas meio de
cultivo; (B) Morfologia das células tratadas com NLSM-AIFtCI-20 IC50 no escuro; (C) Morfologia
das células tratadas com NLSM-AIFtCI-20 IC50 irradiadas; (D) Morfologia das células tratadas
com MTX como controle positivo para apoptose.

Pode-se notar, ainda, a diminuigdo significativa no nimero de células nas
imagens relativas ao grupo tratado com NLSM-AIFtCI-20 e irradiado (Figura 16-
C) quando comparadas com as do grupo controle (Figura 16-A).

Ou seja, as células de melanoma murinho (B16F10), quando tratadas com

NLSM-AIFtCI-20, apresentaram caracteristicas da formacdo de corpos



apoptéticos e bolhas citoplasmaticas semelhantes ao apresentado pelas células
tratadas com mitoxantrona (MTX), o que sugere inducdo de morte celular por

apoptose.

6. CONCLUSAO

Outras analises ainda se mostram necessarias para verificacdo da
eficacia das NLSM-AIFtCl obtidas, entre elas a avaliacdo da estabilidade por
periodos mais longos e testes in vivo. Por ora, os resultados obtidos indicam que
foi possivel obter NLS com baixo custo de producéo e boa estabilidade inicial,
com excelentes propriedades coloidais, foto-fisicas e fisico-quimicas. Ademais,
a NLSM-AIFtCI-20 se mostrou eficiente para o carreamento de AIFtCI, com
excelente atividade fotodinamica e auséncia de toxicidade quando néo irradiada,
apresentando resultados que sugerem inducdo de morte celular por apoptose
guando utilizada na TFD.

Diante do exposto, fica evidente a importancia de se estimular novas
pesquisas envolvendo o desenvolvimento de produtos nanoestruturados
derivados de manteigas da biodiversidade brasileira, pois apresentam resultados
satisfatorios, incentivam o desenvolvimento farmacéutico de novas alternativas
terapéuticas utilizando matérias-primas biocompativeis e sustentaveis e criam
oportunidades econdmicas, podendo, inclusive, aumentar o poder competitivo

de indUstrias farmacéuticas do Brasil no ambito mundial.
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