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Resumo: A exposi¢do prolongada a luz solar pode causar danos irreversiveis aos queratinécitos, o
que pode levar ao surgimento de diferentes tipos de cancer de pele, a administracdo de fArmacos nas
camadas subsequentes da pele é um grande desafio devido ao estrato corneo, dificultando muitas das
vezes a penetragdo cutdnea com uma maior eficiéncia, fazendo com que uma quantidade minima de
farmaco chegue as células alvo. O desenvolvimento de sistemas de nanocarreadores é uma alternativa
promissora e benéfica. Dentre os diferentes sistemas de liberagdo disponiveis, os cristais liquidos e
suas nanodispersoes sdo destacados para a veiculagdo de farmacos devido a capacidade de encapsular
moléculas fotossensibilizantes, além do aspecto inovador e biocompativel dessas formulagdes.
Estudos atuais com a cloro-aluminio ftalocianina (ALCLPc) destacam que este fotofarmaco mantém
todas as suas caracteristicas e qualidades fotoquimicas e fotofisica quando administrado em
associacdo a nanocarreadores como cristais-liquidos, tanto em estudos prévios in vitro quanto in vivo.
Ademais, esses sistemas tém a capacidade de desestruturar o estrato cérneo, a principal barreira a
penetragdo cutanea, aumentando a absor¢do do farmaco nas camadas da pele. Neste sentido, a sele¢do
dos componentes das formulagdes deve ser criteriosa e considerar varios aspectos da formulagdo e da
incorporagcdo do farmaco ao sistema. Assim, o objetivo principal deste trabalho foi desenvolver,
caracterizar e avaliar cristais liquidos e suas nanodispersoes com formulagdes inovadoras contendo ou
nao o fotossensibilizante AICIPc para o tratamento direcionado do cancer de pele. Para isso, foram
utilizados diagramas ternarios para avaliar o efeito da composi¢ao das formulagdes na formagdo de
cristais liquidos. As formulacdes obtidas foram caracterizadas macroscopicamente e
microscopicamente sob luz polarizada para visualizagdo das fases liquido cristalinas com transi¢ao de
fases. As formulagdes que permitiram a formag@o de cristais liquidos foram entfo nanodispersas e
estudos de incorporacdo do fotossensibilizante cloro-aluminio ftalocianina foram realizados. Foram
obtidas particulas menores que 300 nm, variando especificamente de 92 nm a 241 nm. Outro aspecto
relevante foi que o indice de polidispersividade (PdI), que apresentou valores entre 0,118 a 0,273,
indicando uniformidade no sistema. Além disso, foi possivel registrar valores de Zeta de -4 a -20 mV,
garantindo uma estabilidade das formulacdes. Adicionalmente, os resultados demonstraram que a
eficiéncia de encapsulacdo foi superior a 80%, com destaque para a formulacéo B. Portanto, os cristais
liquidos e nanodispersdes desenvolvidas mostraram-se promissores para a incorporacao de AlCIPc.
Estudos futuros irdo analisar a penetragdo cutanea, citotoxicidade e fototoxicidade dos sistemas
desenvolvidos.
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1. INTRODUCAO

A exposi¢ao prolongada a luz solar pode causar danos irreversiveis aos queratinocitos, o
que pode levar ao surgimento de diferentes tipos de cancer de pele, como melanoma,
carcinoma espinocelular e carcinoma basocelular. No entanto, a administragao de farmacos
nas camadas subsequentes da pele ¢ um grande desafio devido ao estrato corneo, dificultando
muitas das vezes a penetragdo cutdnea com uma maior eficiéncia, fazendo com que uma
quantidade minima de farmaco chegue as células alvo. O estrato corneo ¢ uma camada
densamente compactada que atua como uma forte barreira para a transcutanea, dificultando a
administracdo de drogas (MAJUMDAR, DUBEY, & DUBEY, 2019).

A terapia fotodindmica (PDT) ¢ uma opcao de tratamento ndo convencional que tem
progredido nas ultimas décadas e vem mostrando grandes avangos em comparacao as terapias
convencionais. Ela ¢ eficiente para quase todos os tipos de cancer de pele ndo melanoma e
numerosos distirbios benignos da pele. Basicamente, essa terapia consiste na administragdo
de um farmaco ou outra substancia que possua acao fotossensibilizante, causando a morte
celular pela produgdo de radicais livres ou espécies reativas de oxigénio. O comprimento de
onda adequado leva a geragdo de oxigénio singlete com agao citotoxica e, consequentemente,
a morte celular e destruigdo tecidual, levando as células cancerosas a processos de apoptose
ou necrose (HAN et al., 2016; PETRILLI et al., 2013; PRACA, PETRILLI, ELOY, LEE, &
LOPES BADRA BENTLEY, 2017).

A nanotecnologia representa um campo em constante evolugdo que esta se tornando
fundamental no combate ao cancer. Sua aplicagdo abrange diversos estiagios do
desenvolvimento da doenca. Os nanocarreadores demonstram a capacidade de aprimorar o
indice terapéutico dos medicamentos existentes, reduzindo a toxicidade e, assim, aumentando
sua eficacia terap€utica. Ao manter os niveis terapéuticos por periodos prolongados, esses
nanocarreadores tém impactado positivamente no tratamento direcionado do cancer. Nesse
contexto, os cristais liquidos surgem como uma alternativa eficaz e inovadora para essa
finalidade (CHATTERJEE; KUMAR, 2022).

Os cristais liquidos e suas nanodispersdes possuem destaque para a veiculagdo de
farmacos devido a possibilidade de encapsular moléculas fotossensibilizantes, além do
aspecto inovador e biocompativel destas formula¢des (PRACA et al., 2012; PETRILLI et al.,
2013a; FONSECA-SANTOS et al., 2016). Os cristais liquidos sao definidos como o quarto
estado da matéria que se forma entre sélido e liquido existente entre as fases cristalina e

liquida, nao sdo téxicos e podem ser preparados sem o uso de materiais toxicos. Eles sdao



capazes de proteger as moléculas do farmaco contra a degradagdo e fornecer um padrdo de
liberagdo sustentada (VALLAMKONDU et al., 2018). Nessas duas condigdes, forma-se uma
fase distinta de material condensado, assim, os cristais liquidos compartilham caracteristicas
de um cristal e de um liquido, ou seja, com ordem/desordem parcial das espécies atdmicas
(HYDE, 2001).

O arranjo ordenado das substancias que compodem a formacao da fase do cristal liquido
pode influenciar na liberacdo e penetracdo cutanea de moléculas nas células-alvo. A
incorporacdo de um lipidio como o dleo de oliva, promotor de penetragdo cutidnea e também
o fosfolipidio PHOSAL 53 MCT pode ser uma estratégia util e eficaz para modular liberagao
da cloro-aluminio ftalocianina (AICIPc) garantindo sua solubilizagdo e penetragdo cutinea.
Dessa forma, ¢ possivel otimizar a penetragdo do fotossensibilizador nas camadas mais
profundas da pele e consequentemente atingir as células tumorais com uma maior efetividade
(DANTE et al., 2018; HAN et al., 2016; SILVA GARCIA PRACA et al., 2012).

Dessa forma, podemos inferir que os cristais liquidos liotropicos (LLCs) sdo sistemas
anfifilicos, que contém um grupo principal hidrofilico e uma regido da cadeia hidrofobica que
se auto-organizam apos a adi¢do de agua para formar estruturas ordenadas (MULET et al.,
2013). Sao fortemente birrefringentes e sua formagao depende de substancias hidrofilicas ou
lipofilicas. Dentre as mesofases LLC, as mais comumente observadas sdo a lamelar,
hexagonal e a fase cubica. As fases lamelar e hexagonal apresentam uma variedade de
texturas que podem ser facilmente identificadas usando microscopia de luz polarizada (AZMI
etal., 2013).

Uma maneira muito utilizada na farmadcia para estudar formulagdes formadas por trés
ou mais componentes envolve o uso do diagrama de fases. Durante o desenvolvimento de um
diagrama de fases, as propriedades dos tridngulos equildteros devem ser extremamente
exploradas, ou seja, a soma dos lados perpendiculares de um determinado ponto no tridngulo
¢ igual a sua altura. Trata-se de um tridngulo equildtero em que cada lado (dividido em dez
partes correspondentes a composicao centesimal de cada ponto) € representado por um dos
componentes da mistura. Nela, vértices do diagrama de fases (A, B, C) representam os
componentes puros. Assim, se ha a mistura de trés componentes este diagrama de fases pode
ser chamado de diagrama ternario. Porém, no caso de mais de 3 componentes, esses
diagramas sdo chamados de pseudoternarios, pois o ponto “A”, que representa normalmente
apenas o tensoativo, passa a representar a mistura de tensoativo/cotensoativo. Portanto, o
diagrama sera a representacdo da mistura de quatro substidncias no triangulo equilatero

(DAMASCENO et al., 2011).



Dependendo da concentracdo dessas moléculas (fase oleosa) em dgua e composicao,
formam-se agregados bem estruturados, tais como fases cubicas, hexagonais ou lamelares.
Estes podem também ser adicionados de fArmacos fotossensibilizantes, especificamente como
a AICIPc e analisados por técnicas nao dispendiosas visando a aplicagdo topica de doencas,

tais como o cancer de pele.

A AICIPc ¢ um macrociclo tetrapirrélico com um atomo de aluminio central, que
possui além das caracteristicas favoraveis ao processo de fotossensibilizacdo, tais como alto
rendimento quantico de oxigénio singleto, elevada fluorescéncia com capacidade terandstica
e baixo custo, possui também alta absor¢cdo em comprimentos de onda maiores que 650nm
(absor¢ao maxima= 672 nm em etanol). Apesar dessas vantagens para a utilizagdo da AICIPc,
essa moléculas sdo altamente hidrofobicas, o que impossibilita a administracdo destas
diretamente devido a tendéncia agregacao em meio aquoso o que acaba por reduzir a eficacia

fotodinamica (JAYME et al., 2016).

Figura 1. Estrutura quimica da AICIPc que foi utilizada neste trabalho

Fonte: CASTAGNOS et al., 2014

A administragdo de farmacos na pele ou em suas camadas adjacentes ¢ um desafio
porque a pele tem como fungdo atuar como uma barreira bioldgica inibindo a entrada de
substancias no corpo, incluindo medicamentos, drogas e farmacos (SILVESTRINI et al.,
2020). Na literatura, nanoparticulas liquido cristalinas carregadas com agentes terapéuticos
sdo vastamente empregadas para preparacdes topicas. A utilizagdo dessas nanoparticulas
mostram uma penetracdo/permeacao melhorada, pois essas estruturas apresentam semelhanga
com as camadas da pele e por possuirem um tamanho nanométrico favorecem a natureza
oclusiva. Nanoparticulas de cristal liquido sdo amplamente estudadas para o tratamento de

varias condi¢cdes dermatoldgicas como doencas de pele, dentre elas: psoriase, dermatite



atopica, acne, doengas fungicas, queimaduras, canceres de pele e terapia genética (RAPALLI,

et al., 2020).

2. MATERIAIS

Cloro-aluminio ftalocianina foi obtida da Sigma Aldrich. Dimetilsulféxido (DMSO) foi
adquirido da marca Synth. O lipidio 6leo de oliva super-refinado e Poloxamer P407 foram
doados pela Croda. Phosal 53 MCT (Lipoid) foi gentilmente cedido pela Lipid.

3. METODOS
3.1 Estudo da composi¢ao do cristal liquido através do diagrama de fase ternario
Inicialmente foi escolhida a composic¢ao dos cristais liquidos fundamentadas em estudos
previamente realizados com algumas modificag¢des, no qual buscou-se obter uma formulagao
inédita (HERAI et al., 2007; PRACA et al., 2012; PETRILLI et al., 2013a; MORAIS;
OLIVEIRA; DA ROCHA-FILHO, 2014; PETRILLI et al., 2016a; MORAES et al., 2018). As
composi¢des avaliadas estdo descritas na Tabela 1 em excesso de fase aquosa (Figura 2)

(ILHAN-AYISIGI et al., 2021).

Figura 2. Diagrama ternario com as formulagdes selecionadas utilizando Oleo de Oliva.

Fase aquosa 30 Fase oleosa

PBS + Poloxamer 1,5% 49 . Phosal 53 MCT
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Oleo de Oliva
Fonte: Autor, 2024



Tabela 1. Concentra¢des definidas para 9 formulagdes de cristais liquidos utilizando fase aquosa

(Poloxamer 1,5% em PBS), fase oleosa (Oleo de oliva e Phosal 53 MCT) nas massas especificadas.

Formulacdes Fase aquosa Fase oleosa Phosal 53 MCT
Poloxamer 1,5% em PBS Oleo de oliva
(0/0)
A 2,1g 0,15¢ 0,75g
B 2,1g 0,30g 0,60g
C 2,1g 0,45¢g 0,45¢g
D 2,1g 0,60g 0,30g
E 2,1g 0,75g 0,15¢g
F 24g 0,15g 0,45g
G 24¢g 0,30g 0,30g
H 2,4g 0,45¢g 0,15g
I 2,7¢g 0,15¢ 0,15¢

3.2 Preparo de fase aquosa PBS / Poloxamer 1,5%

Para o preparo da fase aquosa foi utilizado o tampao PBS pH 7,4 juntamente com o
Poloxamer em concentragdo de 1,5% (v/v), em banho de gelo e submetida a agita¢do
magnética por 10 minutos para a completa solubilizagdo do poloxamer. A solucao resultante

foi mantida a 4°C e utilizada em até 15 dias (PETRILLI et al., 2016a).

3.3 Protocolo para formulacio dos cristais liquidos

Para a preparacdo de cristais liquidos, primeiramente foi pesada a fase oleosa
diretamente em um tubo falcon de 15ml. A fase oleosa ¢ composta pelo derivado de
fosfatidilcolina Phosal 53 MCT e o lipidio 6leo de oliva, dessa forma, em uma balanca
analitica, os lipidios foram pesados, aquecidos por 10 minutos em banho a 75°C. Em seguida,

a formulacao foi homogeneizada por 1 minuto em agitador de tubos e adicionada da fase

aquosa. ApoOs essa etapa, a formulagao foi mantida em temperatura ambiente por 24 horas



para formagdo de cristais liquidos (PETRILLI et al., 2013a). As formulagdes foram obtidas

utilizando peso/peso (p/p), conforme a Tabela 1.

3.3.1 Analise macroscopica e microscopica

As analises das formulagdes foram realizadas tanto macro quanto microscopicamente.
Ap0s o preparo das formulagdes, foram observados macroscopicamente quanto a floculacio,
formacgdo de gel ou separagdo de fases. Para realizar as analises microscopicas, as diferentes
fases do cristal liquido foram analisadas e identificadas com o auxilio de um microscopio
optico contendo filtro polarizador, marca Motic BA200 e uma camera digital usada para
realizar as capturas das imagens. O preparo das amostras ocorreu utilizando 1aminas de vidro
e uma gota da formulagdo, no qual foi pipetada para andlise e coberta com uma laminula.
Todas as formulagdes foram avaliadas e caracterizadas em microscopio de polarizacdo na
objetiva 10x com a finalidade de identificar as fases liquido-cristalinas (PRACA et al., 2012;
PETRILLI et al., 2013b, 2016b).

3.3.2 Obtencao de nanodispersoes de cristais liquidos

A obten¢@o das nanodispersdes de cristais liquidos selecionados (A ,B, C, D, E, F, G,
H e I) foram realizadas através de sonicagdo em ultrassom de haste, marca QSonica 500 W,
20 kHz, por 3 min e amplitude de 20%, baseado em estudos previamente realizados em nosso

grupo de pesquisa (PETRILLI et al., 2013b, 2016b).

3.3.4 Anailise de espalhamento dindmico de luz (DLS)

Nanodispersdes de cristais liquidos foram avaliadas quanto ao tamanho de particula,
polidispersao (PdI), condutividade e potencial zeta a um angulo de incidéncia de 90° e
temperatura de 25°C em Nanosizer ZS90 (Malvern Instruments). A andlise foi realizada no
modo automatico, as amostras foram diluidas 10 vezes em agua milliQ e os resultados (n=3)

foram expressos como média + desvio padrao (DP) (PETRILLI et al., 2013b, 2016b)..
3.4 Incorporacao do farmaco

Ap0s as analises realizadas anteriormente, as formulagdes que apresentaram indicativo de
fases liquido cristalinas e com menores tamanho de particulas e PdI, foi incorporado o
farmaco fotossensibilizante (AICIPc). Conforme descrito no Tépico 3.3, primeiramente foi
pesado a fase oleosa (Phosal 53 MCT e 6leo de oliva) diretamente em um tubo falcon de
15ml. Dessa forma, em uma balanca analitica, os lipidios foram pesados e em seguida Img
do farmaco foi pesado e adicionado a fase oleosa, aquecidos em um béquer de vidro por 10

minutos, a temperatura desejavel da agua aquecida manteve-se 75°C, utilizando placa de



aquecimento. Em seguida, a formulagcdo foi homogeneizada por 1 minuto em agitador de
tubos ¢ a fase aquosa adicionada. Apos essa etapa a formulagao foi mantida por 24 horas para

formacao de cristais liquidos (PETRILLII et al., 2013a).

3.5 Método analitico para quantificacao da AICIPc
Para quantificar a AICIPc fez-se necessario a validacdo do método analitico de
espectrofotometria, com base em estudos previamente realizados no grupo de pesquisa.
Primeiro, um protocolo foi desenvolvido para preparar uma curva padrao AICIPc a partir de
solucdes estoque de AICIPc em DMSO. O método foi determinado em triplicata usando
diferentes concentracdes de 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,8; 1,0; 1,5 ; 2,0 pg/mL e as leituras foram
realizadas em um espectrofotometro no modo fotométrico em um comprimento de onda de
674 nm. Linearidade, precisdo, exatiddo, limite de quantificagdo (LOQ) e deteccao (LOD)
foram avaliados de acordo com as recomendagdes da RDC 166/2017 da ANVISA.
O limite de detecgao foi calculado com base nos resultados das duas curvas analiticas
do farmaco, fundamentada no desvio padrao do intercepto e na inclinacdo da curva analitica.

A formula utilizada para o célculo esta representada na Equacao 1 :

LD=33%3/IC (Eq.1)

Onde: 6 = desvio padrdo do intercepto; IC = inclinag@o da curva analitica.

O limite de quantificagdo ¢ a menor quantidade ou concentragdo de um analito que
pode ser quantificado com precisdo e exatiddo. O limite de quantificacdo foi calculado com
base nas trés curvas analiticas obtidas para o farmaco, com base no desvio padrio do
intercepto e na inclinagdo da curva analitica. A formula utilizada para o calculo ¢

representada na Equacao 2:

LO=10%*§/IC (Eq.2)

Onde: 6 = desvio padrdo do intercepto; IC = inclinagdo da curva analitica.
Para obtencdo da precisdo da curva, foram lidas as concentragdes definidas em
triplicata, obtendo-se o desvio padrdo da concentragdo. A precisdo foi expressa através do

desvio padrao relativo (DPR), obtido pela Equacao 3:

DPR =DP/CMD x 100 (Eq3)



Onde: DP = desvio padrao; CMD = concentracdo média determinada.

Essas andlises foram feitas no mesmo dia e em dias diferentes por diferentes analistas.
Todas as solugdes foram preparadas em triplicata usando DMSO como solvente, submetidas
a banho ultrassonico por 10 min para quebrar as nanoparticulas e filtradas através de filtros
de PTFE de 0,45 um. As amostras foram lidas em triplicata em um espectrofotometro em um

comprimento de onda de 674 nm ¢ o DMSO foi usado como branco.

3.6 Eficiéncia de encapsulacio

A determinagdo da porcentagem de encapsulagdo (EE%) foi realizada utilizando-se o
método proposto por SIQUEIRA-MOURA et al (2010) e ELOY et al(2016b) com
modificagdes. O fotossensibilizante (FS) encapsulado foi separado do FS livre por filtragdo
em membrana PVDF de porosidade 0,45 um. Aliquotas de 40 ul da nanodispersao de cristal
liquido (obtido previamente a separagdo) e o FS encapsulado (obtido apds filtracao) foram
solubilizados em baldes de 5 ml utilizando DMSO (1:1 v/v) e submetidos a agitacdo em
vortex por 2 min para solubilizagao das nanoparticulas e do farmaco. Foram obtidas duas
fracdes das formulagdes (fragao total e fragao purificada). As amostras foram entdo filtradas
em filtro PTFE em membranas com porosidade de 0,45 um para a quantificagdo pelo método
analitico validado. A porcentagem de FS encapsulada foi calculada de acordo com a Equagao

5.

EE % = |[quantidade de fotossensibilizante encapsulada (ug) / quantidade de
fotossensibilizante no cristal liquido total (ug)] x 100 (Eq %)

4. RESULTADOS

Utilizando o diagrama de fase cujos lados do triangulo equilatero sao Phosal 53 MCT,
Oleo de Oliva e fase aquosa, foram obtidas 9 formulagdes sem a AICIPc. As propriedades
macroscopicas foram avaliadas e analisadas por um microscopio de luz polarizada para
verificar a formag¢do de fases de cristal liquido, por fim seguiu-se com as demais

caracterizagOes das formulagdes.



4.1 Analise macroscopica das formulacoes

Analisando a Figura 3, ¢ possivel deduzir que as amostras B, C, D, E, F, G, He |
exibiram sistemas bifasicos. A formulagao “A” apresentou consisténcia de gel. Devido a essa
particularidade, algumas andlises, como incorporacdo do farmaco e porcentagem de
eficiéncia de encapsulacdo (%EE), ndo puderam ser realizadas. A seguir, as andlises

macroscopicas ilustradas na Figura 3.

Figura 3. Analise macroscopica das 9 formulagdes do diagrama de fases ternario.
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4.2 Analise das formulacdes utilizando microscopia de luz polarizada

As imagens capturadas através da microscopia de luz polarizada revelaram a existéncia de
cristais liquidos devido a birrefringéncia. As imagens mostram estruturas que sugerem a
presenca da fase colestérica, caracterizada por moléculas com formato de bastdao, conhecidas
como mesogenos, bem como ¢ possivel observar estruturas que se assemelham a leques com
conicas focais, tipicas da fase esmética. (NIKOLAI BALENKO; SHIBAEV; ALEXEY
BOBROVSKY, 2023 et al., RIBEIRO 1988). Além disso, foram observadas cruzes de malta



nas formulagdes ¢ emulsdo na formulacdo H. Todas as outras formulagdes, nomeadamente
A, B, C, D, E, F G el exibiram a formagdo de cristais liquidos. A Figura 4 ilustra os

resultados obtidos a partir das analises microscopicas.

Figura 4. Analise microscopica das 9 formulagoes utilizando microscopia de luz polarizada

10x, presenca de fase liquido cristalina (A, B, C, D, E, F, G e I) e emulsdo na formulagao (H).
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Fonte: Autor, 2024
4.2 Analise de espalhamento dinimico de luz (DLS)

As formulagdes estudadas que resultaram na formagdo de cristais liquidos foram
nanodispersas em ultrassom de haste e caracterizadas com relagdo ao tamanho de particula,
indice de polidispersdao (Pdl), potencial zeta e condutividade. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 02. A analise dos dados revelou que as particulas tinham um tamanho

inferior a 300 nm e um PdI proximo de zero.



Tabela 2 — Tamanho de particula, Pdl, potencial zeta e condutividade das formula¢des sem AICIPc.

Formulacées Tamanho (nm) Pdl Zeta (mV) Condutividade
(mS/cm)
A 181,5+ 0,793 0,208 +0,003  -17 £0,656 0,191 + 0,001
B 1544 +£0,556 0,163 £0,006 -20,8 + 0,351 0,176 + 0,004
C 177,9 +4,95 0,324 +£0,018  -20,8 +0,458 0,099 +£0
D 140,7 £0,404 0,175 £0,004  -19,5 £1,453 0,106 =0
E 217,8 £3,104 0,245 £0,041 -18,1 £0,361 0,115 + 0,001
F 117,0 £0,608 0,236 £0,006 -18,8 + 1,153 0,210 £0,001
G 170,8 £1,619 0,223 +£0,008 -22,7 £0,115 0,166 =0
H 2053 £3,156 0,295 £0,017  -24,7 £0,265 0,124 £0,001
217,8 £4,521 0,262 £0,016 -26 = 1,114 0,138 + 0,001

4.4 Método analitico para quantificacio da AICIPc

Foram elaboradas duas curvas analiticas correspondentes a leituras realizadas em dois
dias diferentes, utilizando seis concentragoes (02; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,8; 1,0; 1,5; 2,0
microgramas/mL). O método empregado demonstrou-se de acordo com a lei de
Lambert-Beer. A curva obtida no ensaio intermediario exibiu linearidade, com um ajuste de
R? = 10,9991, indicando uma linearidade apropriada. A equag¢do da linha reta foi: y = 0,3101x

+ 0,0102, dentro do intervalo de concentragdo estudado. A figura 5 mostra os resultados

obtidos.

Figura 5. Curva analitica obtida para AICIPc utilizando DMSO como solvente monitorada em

espectrofotdmetro no comprimento de onda de 674 nm.
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Os limites de detec¢do e quantificacdo determinados por espectrofotometria
apresentaram valores de 0,10 ug / mL e 0,31 pg / mL, respectivamente. Os desvios padrido

relativo intra day e inter day estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores de desvio padrdo relativo intraday e interday de cada concentragdo

CONCENTRACAO (ug/mL)  DPR INTRADAY (%) DPR INTERDAY (%)
0,2 3,40 4,80
0,3 5,21 4,58
0,4 1,27 2,99
0,5 1,32 4,09
0,6 1,58 3,21
0,8 1,64 2,84
1,0 1,30 2,63
1,5 0,74 2,13
2,0 2,27 3,53

4.5 Incorporaciao do Farmaco fotossensibilizante

As formulagdes B, D, E, F, G e I as quais foram incorporadas o FS apresentaram
resultados com a formagao de cristais liquidos birrefringentes evidentes em todas as amostras
analisadas. Os graficos indicam que tanto o potencial zeta quanto o tamanho das particulas se
mantiveram consistentes nas formulacdes, independentemente da presenca do farmaco,
conforme mostrado na Tabela 4.

As caracteristicas observadas e as imagens obtidas por microscopia de luz polarizada
confirmam a formacdo de cristais liquidos em todas as amostras. E possivel identificar a
presenca de cruzes de malta, que sinalizam a fase lamelar, além de estruturas tipicas da fase
colestérica caracterizada por moléculas com formato de bastdo e estruturas ovais em formato
de leque, indicativas da fase esmética. Os resultados obtidos estdo apresentados nas figuras 6

al7.



Figura 6. Imagens macroscopicas e microscopicas da formulagdo B sem farmaco, estrutura com

indicativo de fases lamelares e fases colestéricas (10X), grafico com resultados Zetasizer.

Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1460 Peak1: 1754 1000 7843
Pdi: 0,154 Peak2: 0,000 00 0,000
Intercept: 0,963 Peak3: 0,000 00 0,000

Result quality Good
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Fonte: Autor, 2024

Figura 7. Imagens macroscopicas e microscopicas da formulacdo B com farmaco, estrutura com

indicativo de fases lamelares com presenca de cruzes de malta (10X), grafico com resultados

Zetasizer.
Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1157 Peak 1: 1335 100,0 5298
Pdi: 0,127 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,924 Peak 3: 0,000 00 0,000

Result quality Good
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Figura 8. Imagens macroscopicas e microscopicas da formulagdo D sem farmaco, estrutura com

indicativo de fases lamelares e fases colestéricas (10X), grafico com resultados Zetasizer.

Resuits
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Figura 9. Imagens macroscopicas e microscopicas da formulagdo D com farmaco, estrutura com

indicativo de fases lamelares e fases colestéricas (10X), grafico com resultados Zetasizer.

Results
size (d.n... %Intensity: St Dev (d.n...
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Figura 10. Imagens macroscdpicas e microscopicas da formulag@o E sem farmaco, estrutura com
indicativo de fases lamelares com presenca de inimeras cruzes de malta (10X), grafico com

resultados Zetasizer.

Results
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Figura 11. Imagens macroscopicas e microscopicas da formulagdo E com farmaco, estrutura com

indicativo de fases lamelares (10X), grafico com resultados Zetasizer.

Results
Size(dn..  %Intensity: StDev (d.n..
Z-Average (dam): 1746 Peak1: 2156 1000 1083
Pdl; 0,178 Poak 2: 0,000 00 0,000
Intercept: 0878 Peak3: 0000 00 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

Intensiy (Percent)

10000
Size (d.nm)

Record 18 FOR E com Farm 1 Recerd 20: FOR E com Farm 2|
|——Record 21. FOR E com Farm 3

Fonte: Autor, 2024

Figura 12. Imagens macroscopicas e microscopicas da formulag@o F sem farmaco, estrutura com

indicativo de fases lamelares e fases colestéricas (10X), grafico com resultados Zetasizer.

Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1353 Poak1: 1620 983 6334
Pdi: 0,153 Peak 2: 3572 1.7 6,527
Intercept: 0,950 Peak3:  0.000 00 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Intensity
14
12
g8
g 6
- §F
2
01 1 10 10000
Record 1: FORF 1 Recod2FORF2 _—— Record3 FORFJ

Fonte: Autor, 2024
Figura 13. Imagens macroscopicas e microscopicas da formulagdo F com farmaco, estrutura com
indicativo de fases colestéricas e estruturas indicativos de fase nematica (10X), grafico com

resultados Zetasizer.

Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1247 Peak1: 1543 100.0 72,12
Pdl: 0,182 Peak 2: 0,000 00 0,000
Intercept: 0,863 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality Good
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Figura 14. Imagens macroscopicas e microscopicas da formulagdo G sem farmaco, estrutura com

indicativo de fases lamelares (10X), grafico com resultados Zetasizer.

Results
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Figura 15. Imagens macroscdpicas e microscopicas da formulagdo G com farmaco, estrutura com

indicativo de fases lamelares e fases colestéricas (10X), grafico com resultados Zetasizer.

Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 162.0 Peak 1: 2016 1000 1011
Pdi: 0,174 Poak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,912 Poak3: 0,000 00 0,000

Result quality Good
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Figura 16. Imagens macroscopicas e microscopicas da formulagdo I sem farmaco, estrutura com

indicativo de fases lamelares (10X), grafico com resultados Zetasizer.

Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 9727 Peak 1: 142 98,0 55,99
Pdi: 0.265 Peak2: 5163 20 4959
Intercept: 0,959 Peak 3: 0.000 0.0 0,000

Result quality Good
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Figura 17. Imagens macroscopicas e microscopicas da formulagdo I com farmaco, estrutura com

indicativo de fases lamelares (10X), grafico com resultados Zetasizer.

Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1096 Peak 1: 1306 1000 60,00
Pdl: 0,182 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0,859 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality Good
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4.6 Analise de de espalhamento dinimico de luz (DLS) ap6s incorporar o farmaco

Os dados da Tabela 4 sugerem que o tamanho das particulas das amostras sdo apropriados
para veiculagdo pela pele, pois se mantém inferiores a 300 nm. A analise do Indice de
Dispersao de Particulas (PdI) revela que os valores se mantiveram abaixo de 0,3, sugerindo
uniformidade no tamanho das particulas nas amostras. As medi¢des do Zetasizer mostraram
que o potencial zeta das formulagdes oscilou entre -4 € -20 mV. Além disso, as amostras, com

ou sem a presenca de farmaco, apresentaram resultados semelhantes em todas as analises.

A andlise dos dados da Tabela 4 indica uma pequena diferenga no tamanho das particulas
nas formulag¢des que contém o fairmaco. Ao analisar os resultados da formulagdo B, notamos
uma redug¢do no tamanho da particula da amostra quando o farmaco ¢ adicionado, em
comparacdo com a amostra sem farmaco. No entanto, a situacdo ¢ inversa para a formulacao
D, onde o tamanho da particula aumenta na presenca do farmaco, em comparagdo com a
formulacdo sem farmaco. Esta diferengca pode estar associada a caracteristica altamente

hidrofobica do farmaco utilizado, que pode levar a mudanca na acomodagdo na estrutura

lipidica.



Tabela 4. Analise de tamanho e PdI das amostras com e sem farmaco

Condutividade
Formulagdes Tamanho (nm) Pdl Zeta (mV) (mS/cm)
B - BRANCO 148,1 £ 1,95 0,153 £0,100 -6,21 + 0,105 0,547+ 0,010
B - FARMACO 119,1 +£2,99 0,118+ 0,016 -8,33 £ 0,366 0,413 £ 0,005
D - BRANCO 92,24+ 1,27 0,219 £ 0,008 -4,336 + 0,342 1,283 £ 0,050
D - FARMACO 184,2 +5,15 0,169 +0,014 -7,63 £ 0,322 0,431 £+ 0,006
E - BRANCO 241,0+2,47 0,180+ 0,039 -20,03 + 0,305 0,252 + 0,002
E - FARMACO 182,7+ 7,05 0,178 0,001 -10,56 + 0,504 0,648 £0,014
F -BRANCO 134,5 + 0,66 0,171 £0,017 -11,3 £ 0,501 0,684 +0,017
F - FARMACO 130,4 £ 5,04 0,194 +£0,013 -9,096 + 0,573 0,671 £0,015
G- BRANCO 94,15+ 1,23 0,218 + 0,006 -7,446 £ 0,327 0,862 + 0,026
G - FARMACO 162,1 +0,12 0,171 £ 0,005 -14,86 + 0,404 0,381 £ 0,005
I - BRANCO 98,85+ 1,39 0,273 £0,014 -8,233 + 0,086 1,316 £ 0,061
I- FARMACO 111,9£2,35 0,182 = 0,008 -15,066 = 0,907 0,290 % 0,003

4.7 Porcentagem de Eficiéncia de Encapsulacao (% EE)

As formulag¢des B, D, E, F, foram adicionadas de Img de AICIPc e a porcentagem de
encapsulacdo nas nanodispersdes foi analisada. As porcentagens de eficiéncia de
encapsulacio (%EE) foram as seguintes: B (82,54 + 2,78%), D (76,52 + 8,34%), E (24,44 +
0,47%) e F (26,08 £ 13,55%). A partir desses dados, € possivel notar que a formulagdao B
alcangou a maior %EE, com 82% do farmaco encapsulado, em contraste com a formulagdo E,
que obteve a menor taxa, com apenas 24,44% do farmaco encapsulado com destaque para a

formulagao B.

5. DISCUSSAO

Dentre as mesofases liquido cristalina observadas neste trabalho, a fase lamelar consiste
na disposicao linear de moléculas anfifilicas formando bicamadas, as quais se posicionam
alternadamente com o conteido aquoso. Constitui a forma de organiza¢ao mais simples,

sendo que a orientacdo das moléculas ocorre somente em sentido unidirecional (SINGH,



2000). A fase hexagonal, por sua vez, consiste em estruturas cilindricas infinitas nas quais
compartimentos aquosos sao separados por camadas de moléculas anfifilicas (fase hexagonal
reversa) ou vice-versa (normal). Essas fases organizam-se em dois planos, ou seja,
bidirecionalmente. Um gel transparente, bastante viscoso, isotropico e termodinamicamente
estavel, na presenga de excesso de dgua € caracteristico da fase cubica, a qual possui arranjo
tridimensional (SINGH, 2000; GUO et al.,2010).

A preparacdo de nanoparticulas de cristal liquido (NPs) requer o uso de anfifilicos,
surfactantes/estabilizadores e aditivos que atuam como hidrétopos. Esses componentes sdo
dispersos na fase aquosa para formar uma natureza liquida cristalina. Os sistemas de
administracdo de medicamentos a base de lipidios apresentam um grande potencial para
melhorar o transporte de moléculas insoliiveis em agua tais como a AICIPc. Nos ultimos
anos, os monoglicerideos, como o Oleo de Oliva, tém sido utilizados na forma de
nanoparticulas de cristal liquido (RUYA ATLIBATUR et al., 2023).

Pesquisas conduzidas por Aldawsari et al., 2024 indicam que nanoestruturas lipidicas
contendo como componentes 6leo de ricino, azeite de oliva, 6leo de gergelim, 6leo de
girassol, 6leo de Neem, Lebrafil, no qual utilizando o método de evaporagao de solvente e
emulsificagdo, foram desenvolvidos NLCs carregados com ribociclibe (RCB-NLCs), com
dimensdes menores que 300 nm tém a capacidade de penetrar profundamente nas camadas da
pele. Em particular, as particulas com dimensdes inferiores a 100 nm mostram uma
distribuicdo ideal tanto para as camadas dérmicas quanto para as camadas epidérmicas
viaveis. Neste mesmo estudo, o tamanho da particula e o Indice de Dispersio de Particulas
(PDI) foram registrados em 79,29 + 3,53 nm e 0,242 £+ 0,021, respectivamente, corroborando
com resultados previamente apresentados pelo autor, onde o tamanho de particula e PdI
foram 92,24 + 1,2 nm e 0,219 + 0,008. Um tamanho de particula menor sugere uma boa
aceitabilidade biologica e um tempo de circulagdo sistémica prolongado. O valor minimo do
PDI indica a uniformidade na distribuicdo do tamanho das particulas.

Um estudo realizado por PETRILLI et al. em 2013, no qual nanoparticulas de cristais
liquidos liotropicos compostos por moloneina (MO) e 4cido oleico (AO), foram carregadas
com um novo fotossensibilizador (um derivado de clorina) para uso em terapia fotodinamica
(PDT), apresentaram um tamanho de particula de 161 + 4 nm e um indice de polidispersidade
de 0,175 + 0,027. Os resultados indicaram o potencial dessa nanodispersao para a entrega do
fotossensibilizador na pele, o que € crucial para o sucesso da PDT toépica. Esses resultados

demonstram similaridade com o presente trabalho, onde podemos observar um tamanho de



particula inferior a 200 nm e um indice de polidispersidade com valores abaixo de 0,273 +

0,01

Outro fato importante ¢ que o método de validacao analitico para quantificagao da AICIPc
em espectrometro mostrou de acordo com a lei de Lambert-Beer, de acordo com a Figura 4 a
curva inter ensaio obtida apresentou linearidade com o ajuste R? = 0,9991. O método
empregado mostrou-se muito semelhante ao que foi desenvolvido por Siqueira Moura (2010).
Em seu método, a andlise de regressdo linear foi realizada plotando a absorbancia e a
intensidade relativa de fluorescéncia em funcdo da concentragdo de AICIPc (pg.mL-') em
sete niveis de concentracdo na faixa de 0,50 a 3,00 ug.mL (AMC 1994: Gonzalez et al.,
2006). Os limites de deteccao (LOD) e os limites de quantificagdo (LOQ) apresentam

similaridade com resultados apresentados anteriormente.

O estudo de %EE realizado por ROSSETTI e colaboradores em 2016 revelou resultados
similares aos obtidos no trabalho apresentado. O desenvolvimento e caracterizacdo de uma
nanodispersdo de fase hexagonal (HPN) utilizando intensificadores de penetragdo, visando
melhorar a penetragdo topica do fotossensibilizante demonstram eficiéncia de
encapsulamento da protoforfirina IX (PpIX) no HPN atingindo 87,5% =+ 5,3%, valores
comparaveis aos da presente pesquisa. Além disso, os HPNs demonstraram uma distribuigao

de tamanho monodispersa, com um diametro médio de 156,0 nm.

Atualmente, existem estudos que analisam o encapsulamento de AICIPc em diferentes
tipos de nanocarreadores, incluindo nanocdpsulas, micelas, micelas poliméricas,
nanoemulsdes e lipossomas. As micelas poliméricas, que sdo baseadas em copolimeros em
bloco, tém se mostrado particularmente eficazes na Terapia Fotodindmica (TFD) devido a sua
capacidade de carregar, liberar e transportar fotossensibilizadores hidrofébicos para as
células-alvo (STEFANELLO et al.,, 2022). Asem e colaboradores desenvolveram
nanoparticulas de PEG- b -PCL que continham AICIPc (PEG- b -PCL@CIAlPc), com um
tamanho nanométrico (66—99 nm) e uma eficiéncia de encapsulamento adequada (66—78%),

similares aos resultados obtidos neste trabalho usando nanodispersoes de cristais liquidos.

Em um estudo relacionado, VILSINKI et al., 2018, encapsularam AICIPc em micelas
poliméricas feitas de copolimero em bloco PAA- b -PS. Eles obtiveram nanoparticulas com
um tamanho de 200 nm, um baixo indice de polidispersidade (0,121), eficiéncia de
encapsulamento superior a 95% e rendimento quantico de oxigénio singlete de 0,3. Em um

outro estudo realizado por Pinto et al., 2022, nanoparticulas poliméricas de policaprolactona



(PCL) apresentaram um diametro médio de 384,7+138,6 nm e um indice de polidispersidade
de 0,153. Além disso, a eficiéncia de carregamento foi de 82,1%+1,2%. As nanoparticulas de
PCL carregadas com ftalocianina mantiveram seu comportamento fotofisico apds o
encapsulamento. Neste sentido, podemos inferir que o sistema nanocarreador desta pesquisa
apresenta resultados de acordo a literatura e similares a outros sistemas nanométricos.
Estudos futuros deverao avaliar o potencial das nanodispersdes liquido cristalinas

desenvolvidas em estudos de penetragdo cutanea, citotoxicidade e fototoxicidade.

6. CONCLUSAO

Para concluir, as formulagdes inéditas estudadas exibiram propriedades que sugerem a
formacdo de uma fase liquido-cristalina com possiveis transigdes de fase. A analise dos
resultados revelou que o tamanho das particulas, o potencial zeta e o indice de dispersao (PdI)
foram adequados para a abordagem topica proposta pela pesquisa. A quantificacdo de AICIPc
em DMSO por espectrofotometria mostrou-se um método preciso e com limites de detecgdo e
quantificacdo aplicaveis as formulacdes propostas. Além disso, a efici€éncia de encapsulacao
do farmaco demonstrou resultados promissores atingindo 83% de fotossensibilizante

encapsulado.
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