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Development of photoactivatable bimodal systems for
biomedical application
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RESUMO

A resisténcia crescente aos antibiéticos tem gerado sérias preocupacdes em relacédo as infeccbes bacterianas na
sociedade. Nesse contexto, a nanotecnologia e a Terapia FotodinAmica surgem como solu¢gfes promissoras. A
Terapia Fotodinamica utiliza fotossensibilizadores ativados por luz para seletivamente destruir células-alvo,
liberando oxigénio singleto. Os corantes xantenicos, como a Rosa de Bengala decil-estér, sdo amplamente
empregados devido a sua alta eficacia na geracéo de oxigénio singleto, apesar de sua hidrofobicidade. Sistemas
lipossomais mostram-se vidveis nesse contexto, pois possuem uma camada fosfolipidica anfifilica que isola os
componentes internos, minimizando a resposta imunoldgica e direcionando o tratamento de forma compativel com
o organismo. Formulacdes multimodais envolvendo nanoparticulas de ouro também podem ser vantajosas para
aumentar a producdo de oxigénio singleto e, adicionalmente, aumentar o toxicidade via efeito fototérmico. Este
estudo envolveu a sintese de lipossomas contendo Rosa de Bengala Decil-Ester e nanoparticulas de ouro para
avaliar sua eficiéncia na geracao de oxigénio singleto e sua estabilidade estrutural. As nanoparticulas foram
caracterizadas quanto ao tamanho, potencial zeta, polidispersao, resisténcia a diluicdo, temperatura e absorbéancia.
Durante o periodo de observacdo, os sistemas mantiveram sua estabilidade, o sistema com ouro apresentou uma
pequena reducado na taxa de rendimento quantico, porém ainda manteve um valor eficiente e que sera futuramente
testado em sistemas microbioldgicos.
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ABSTRACT

The increasing resistance to antibiotics has raised serious concerns regarding bacterial infections in society. In this
context, nanotechnology and Photodynamic Therapy (PDT) emerge as promising solutions. Photodynamic Therapy
utilizes light-activated photosensitizers to selectively destroy target cells, releasing singlet oxygen. Xanthene dyes,
such as Decyl-Ester Rose Bengal, are widely employed due to their high efficiency in generating singlet oxygen,
despite their hydrophobic nature. Liposomal systems prove to be viable in this context as they possess an amphiphilic
phospholipid layer that isolates internal components, minimizing the immune response and directing treatment in a
manner compatible with the organism. Multimodal formulations involving gold nanoparticles can also be
advantageous in increasing singlet oxygen production and, additionally, enhancing toxicity via photothermal effects.
This study involved the synthesis of liposomes containing Decyl-Ester Rose Bengal and gold nanopatrticles to assess
their efficiency in singlet oxygen generation and structural stability. The nanoparticles were characterized for size,
zeta potential, polydispersity, dilution resistance, temperature, and absorbance. Over the observation period, the
systems maintained their stability, with the gold-containing system showing a slight reduction in the quantum yield
rate, but still maintaining an efficient value, which will be further tested in microbiological systems in the future.
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INTRODUCAO

Apoés a pandemia de Covid-19, a resisténcia bacteriana aos tratamentos convencionais,
como antibiéticos, aumentou substancialmente, de acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude
(OMS). Nesse cenério, a nanotecnologia e a Terapia Fotodindmica (TFD) surgem como
promissoras alternativas terapéuticas (MAHMOUDI et al., 2018). A TFD € um procedimento que
usa um fotossensibilizador, geralmente um corante, que se concentra na area-alvo e é ativado
por luz especifica. Durante a TFD, o corante converte o oxigénio molecular em oxigénio singleto,
gue é crucial para danificar estruturas internas de células-alvo e destruir seletivamente as células
bacterianas. (SHACKLEY et al., 1999).

A Rosa de Bengala (RB), um corante alimentar da classe dos xantenos, destaca-se por
sua notavel geracdo de oxigénio singleto, essencial na TFD (BATOUL et al., 2023). A RB tem sido
utilizada na inativacéo fotodindmica de bactérias (KIM S et al., 2020), porém seu uso encontra-se
limitado devido a sua natureza hidrofilica, que interfere na captacdo celular e na distribuicao.
Nesse caso, seu derivado Rosa de Bengala decil estér (RBDEC), revela-se mais eficaz devido a
seu carater hidrofobico (SILVA, 2023), aumentando a eficiéncia de sua acdo. Adicionalmente, a
encapsulacédo da RB tem demonstrado resultados mais promissores (DEMARITS et al., 2021).

Soluc¢des lipossomais tém se destacado como um método eficaz de entrega e protecdo de
compostos (SINGH, 2020). Lipossomas séo vesiculas constituidas por uma membrana de dupla
camada, que forma um compartimento interno capaz de armazenar farmacos. Os lipossomas
exibem afinidade por tecidos e células especificos, facilitando sua absorcao (YADAV et al., 2017).
A combinacéo de lipideos com o surfactante polimérico F127 tem gerado vesiculas com alta
estabilidade e simples procedimento sintético. (FREITAS et al., 2019).

Além disso, o uso de nanoparticulas de ouro (AuNps) para potencializar o rendimento
guantico, vem sendo empregado (SAJID et al, 2021). Esses materiais funcionam a partir da acao
da sua ressonancia plasménica de superficie que induz um campo elétrico, ao ser ativada por luz.
Assim o objetivo desse estudo foi o desenvolvimento de sistemas lipossomais bimodais visando
sua aplicacdo no controle microbiano via TFD.

METODOLOGIA
PREPARO DAS NANOPARTICULAS DE OURO(AUNPS)

Utilizando a metodologia Turkevich inversa, uma solucdo aquosa de NazCeHsO7 foi
aguecida até a ebulicdo. Sob agitacdo constante adicionou-se uma solucao de AuClz.3H20. Apés,
interrompeu-se 0 aquecimento para permitir o resfriamento e a formacao das nanoparticulas.
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PREPARO E CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS

Os lipossomas foram preparados conforme a metodologia de Freitas et al. (2019),
dissolvendo 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC, 1,5 x 10> mol L't) em cloroférmio
e F127 (2,0 x 10> mol L't) em metanol (propor¢éo 4:1). A RBDEC foi adicionada por metodologia
ativa. O solvente foi evaporado a 40°C por 15 minutos, formando um filme fino mantido em
dessecador por 24 horas. O filme foi hidratado com PBS (pH 7,4) a 45-50°C com sonicacao
constante por 6 a 8 minutos. Nas amostras com AuNPs, as nanoparticulas foram introduzidas
durante o processo de sonicacgao.

O didametro hidrodindmico (DH), indice de polidispersividade (IP) e potencial Zeta (£) foram
medidos, a 25 °C, através da técnica de Espalhamento de Luz Dinamica (DLS) em um analisador
de particulas Litesizer™ 500 da Anton Paar. As vesiculas também foram caracterizadas quanto
aos ativos carregados via esepectrofotometria de absorcdo UV-Vis, realizada em equipamento
Cary-60 da Agilent Technologies. As analise foram realizadas no LAMAP-UTFPR.

ESTUDOS DA ESTABILIDADE

Avaliou-se a estabilidade temporal das vesiculas monitorando DH, Pl e £ por 7 dias, assim
como, a estabilidade dos ativos RBDEC e AuNPs monitorando as bandas de absorcdo e de
plasmon de superficie, repectivamente. Avaliou-se também a estabilidade das vesiculas quanto
a variacao de temperatura (25 e 50 °C) e diluicdo (10 e 100 vezes) a partir de medidas de DH,
Plec(.

CINETICA DE DEGRADACAO DO ABDA: RENDIMENTO QUANTICO DE 02

A avaliacdo da producéo de 'Oz2 foi feita de forma indireta usando ABDA (6,0x10° mol L)
como sonda. A presenca de 'Oz converte o ABDA em seu endoperéxido, resultando na reducéo
de sua absorbancia. As analises foram conduzidas com um espectrofotdmetro Cary-60. Nas
amostras com lipossomas, o ABDA foi adicionado e o sistema repousou no escuro por 1 hora
para permitir a incorporacdo da sonda. Em seguida, a iluminacdo ocorreu com LEDs (branco, 32
mW cm-2) a uma distancia de 3,0 cm da superficie do liquido. O calculo do rendimento quéntico
foi determinado a partir das equacdes abaixo.

Nygs = ﬁ fot f;;f IA')(1 — 10~APSA 1)) e=kPBEE ) ) /g’ 1)

Onde h é as constante de Planck, c é a velocidade na luz, | € a irradiancia da fonte (em mwW
cm™2), Na € o nimero de Avogradro e Af e Ai sdo os comprimentos de onda final e inicial,
respectivamente.Com o valor de Nass, foi possivel determinar por fim a Eficiéncia Fotodindmica
Quimica (Eq. 2) e o redimento quantico de oxigénio singleto ®,102 ( Eg. 3).
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Um sistema DPPC/F127/ERI foi usado como padrdo (®,'02= 0,52, Freitas et al., 2019).
RESULTADOS
CARACTERIZACAO DAS VESICULAS

Os sistemas foram preparados de maneira similar, com a Unica distincdo ocorrendo
durante a etapa de sonicacdo no sistema DPPC/F127/RBDEC/AuNP. Os resultados
apresentados na tabela 1 indicam que a incorporagédo da RBDEC ou do conjunto RBDEC/ AuNP
nao interfere no DH ou em . Os valores de Pl abaixo de 0,3 ainda indicam a baixa polidisperséo

das formulagoes.
Tabela 1 — Diametro hidrodinamico (DH), indice de polidispersividade (IP) e potencial Zeta (g). [FS] = 5,0 x
10~°mol L™; pH 7,4 e 25 °C.

Amostra DH(nm+ DP) IP ¢{(mV)
DPPC/F127 40,94+6,35 0,284 --

DPPC/F127/RBDEC 35,61+6,73 0,261 -0,14

DPPC/F127/RBDEC/AuNP 42,20 £ 7,82 0,249 -0,31

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Os espectros de absorcédo da RBDEC e da banda plasmoénica da AUNP mantiveram suas
caracteristicas ap0s a incorporacédo nas vesiculas de DPPC/F127.
ESTUDOS DA ESTABILIDADE

Ao longo de sete dias, ambas as amostras de lipossomas mantiveram diametros
constantes, variando de 40 a 50 nm. O sistema DPPC/F127/RBDEC/AuNP apresentou pequenas
aglomeracgdes ap0s uma semana, indicando interacdes entre as AuNps ndo encapsuladas,
porém, o didmetro médio das particulas permaneceu em torno de 42 nm, com um indice de
polidispersao (IP) de 0,2284, demonstrando a estabilidade do sistema lipossomal. O sistema
DPPC/F127/RBDEC mostrou-se extremamente estavel, mantendo-se sua absorbancia constante
ao longo de 7 dias. O sistema DPPC/F127/RBDEC/AuNP, embora tenha apresentado pequenas
variagbes na banda plasmonica da AuNP também se mostrou estavel ao longo do mesmo
intervalo de tempo. Os testes de influéncia da temperatura mostraram estabilidade em uma faixa
de 25°C a 50°C, com o sistema DPPC/F127/RBDEC/AuUNP apresentando ligeiras variacées no
DH em temperaturas mais elevadas. Quanto a diluicdo, o sistema DPPC/F127/RBDEC

permaneceu estavel, enquanto o sistema contendo AuNPs obteve um aumento no IP apds uma
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diluicdo de 10 vezes, mas manteve DH semelhante ao original. Porém, uma diluicdo de 100 vezes

resultou na desestabilizacdo para esse sistema.
Tabela 2 — Diametro hidrodinamico (DH), indice de polidispersividade (IP)

e potencial Zeta (). Para diluicdes de 10x e 100x.

Amostra DH (nmz DP) DH (nmz DP)
Diluigdo 10x IP Diluicdo 100x IP
DPPC/F127/RBDEC 33,3946,31 0,220 43,69+8,49 0,237
DPPC/F127/RBDEC/AUNP | 47,64 + 7,46 0,324 10,05+1,13 0,241

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
CINETICA DE DEGRADACAO DO ABDA
Para o sucesso da TFD, a capacidade de geracéo de 'O2 deve ser eficaz. Para isso foram

realizadas analises cinéticas e foram obtidos os parametros da tabela 3.

Tabela 3 — Constante de fotobranqueamento (Kgg), Constante de degradacao ABDA (Kagpa),

Eficiéncia da absorbancia (Nags), Eficiéncia fotodinamica (EF) e Redimento Quantico de Oxigénio singleto

(q)AlOZ).
CDA]'OZ
Amostras Kre (10 s?) Kasoa (102 s) Nass (E 107°)° EF
DPPC/F127/RBDEC? 2,31 9,54 8,59 111,06 0,75
DPPC/F127/ERIP 3,66 3,33 9,32 35,73 0,52
DPPC/127/RBDEC 1,68 5,87 12,4 47,15 0,69
DPPC/F127/RBDEC/AuUNP 1,75 4,04 12,8 31,57 0,46

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
Sendo DPPC/F127/RBDEC? disponibilizado por (SILVA, 2023) e DPPC/F127/ERI® por

(FREITAS, 2019) e Nass (E 107°)¢ calculado em 21600 s.

E notavel que o sistema lipossomal DPPC/F127/RBDEC é eficiente pois possibilitou uma
producdo de 'O2 acima do produzido pelo padrdo, demonstrando claramente o sucesso da
formulacdo. Embora o valor de 102 gerado pela RBDEC na presenca de AuNPs seja satisfatério
para a aplicacao fotodinamica, o valor foi ~34 % menor do que o observado na auséncia das
AuNPs. Este fato, pode estar associado ao maior fotobranqueamento do sistema conjugado ou
até mesmo relacionado ao formato das AuNPs, uma vez que a area pode interferir na formacgéo
do campo eletromagnético (YANG,2018). Tal diminuicdo, ndo sugere um sistema ineficiente, pois
ainda estudos serdo realizados para avaliar as demais propriedades frente a sistemas
microbiolégicos.

CONCLUSAO

Neste estudo, criamos sistemas lipossomais com DPPC e F127 para incorporar RBDEC e

AuNPs. Estudos de DLS e UV-Vis demonstraram alta estabilidade das vesiculas ao longo do

tempo, temperatura e diluicho. Ambos os sistemas possuem excelente rendimento quantico de
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oxigénio singleto, apresentando potencial para controle antimicrobiano. Estamos avaliando o
tempo de vida do estado tripleto, eficiéncia de encapsulacdo e realizagdo de ensaios
antimicrobianos para validar o sistema.
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