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Resumo:

A elevada incidéncia do céancer associada a sua resisténcia aos
tratamentos convencionais vem sendo um dos principais problemas da
saude publica mundial. Para contornar esse cenario, destacam-se terapias
alternativas como a Terapia Combinada Anticancer, na qual duas ou mais
modalidades sdo empregadas em conjunto. Assim, no presente estudo a
Terapia Fotodinamica (TFD) empregando-se o fotossensibilizador (FS) azul
de metileno (AM) e a Terapia Fototérmica (TFT), utilizando-se
nanoparticulas de ouro (AuNPs) como agente fototérmico, foram
combinadas. Além disso, para melhorar a estabilidade e o tempo de
circulacdo in vivo desses farmacos, tanto o AM como as AuNPs foram
sintetizadas e incorporadas em copolimeros tribloco ABA, especificamente o
Plurénico® P-123. As amostras foram caracterizadas por absorcéo
eletrbnica, emisséo de fluorescéncia e espalhamento de luz dinamico (DLS).
Avaliou-se também a estabilidade das AuNPs e a localizacdo do AM nas
micelas por supressdo de fluorescéncia via graficos de Stern-Volmer.
Também foram realizadas analises estruturais por microscopia eletrbnica de
transmissdo, e determinacao indireta do rendimento quéantico de oxigénio
singleto (¢A’0,), bem como ensaios de fototermia empregando-se a técnica
de espectroscopia de lente fototérmica. De modo geral, os resultados
mostraram que os sistemas P-123/AuNPs/AM foram eficientemente obtidos,
sendo promissores candidatos a medicamentos para a Terapia Combinada
Anticancer.

Introducéo

A TFD envolve a ativacdo de um FS com luz de comprimento de onda
adequado e oxigénio molecular (30,), na geracédo de espécies citotdxicas
como o oxigénio singleto (*O,) (WAINWRIGHT, 1998). A Fototermia, por
outro lado, envolve a fotoativagdo de um farmaco levando a morte celular

<7
wa

GOVERNO *

DO ESTADO DO PARANA

e FUNDACAO
© [RACNPq ARAUCARIA

Conseiho Nacional de Desanvotvimento Apolo a0 Desenvolvimento Cientifico
oo ¢ Tecnolégico do Parand




o\

) 29° Encontro Anual de Iniciag&o Cientifica 29°EAC 29 a31 de outubro de 2020
9° Encontro Anual de Iniciagcdo Cientifica JUnior 9oE A Cr
&

como farmaco FS e agente fototérmico, respectivamente. Além disso, o
copolimero tribloco P-123, composto por dois blocos externos hidrofilicos de
poli(oxido de etileno) e por um bloco interno hidrofébico de poli(6xido de
propileno), foi empregado como nanorreator/nanocarreador para 0S
farmacos fotoativos citados. Isso se deve a sua biocompatibilidade e
capacidade de se automontar em estruturas micelares acima de sua
concentragdo e temperatura micelar critica  (ALEXANDRIDIS;
HOLZWARTHF; HATTON, 1994).

Materiais e métodos

A sintese das AuNPs foi realizada na presenca de diferentes
concentragbes (entre 0,25% e 8,00% m/V) do copolimero P-123. As
amostras foram obtidas pelo método de dispersédo solida. Assim, tanto o P-
123 como o AuCl; (1x10* mol. L) foram cossolubilizados em etanol,
seguido pela rota-evaporacéao. O conjunto foi deixado no dessecador por 24
horas, e, por fim, hidratados com &gua ultrapura em banho de
homogeneizacdo a 60 °C por 4 horas. O AM (1,25x10®° mol. L™) foi
incorporado por duas diferentes metodologias. No método |, o AM foi
adicionado durante a reidratacdo da matriz solida (incorporacéo passiva). No
Método II, o AM participou da etapa de formacdo do filme fino, sendo
cossolubilizado com o P-123 e AuCl; na etapa inicial (incorporacdo ativa).
Apés atingirem a temperatura ambiente, as amostras foram caracterizadas
por absorcéo eletrénica (200 — 800 nm) em UV-Vis Cary-60 com banho de
circulacdo de &agua para o controle de temperatura, por emissdo de
fluorescéncia em um fluorimetro Varian Cary Eclipse com controle eletronico
de temperatura.

O diametro hidrodindmico (DH), o indice de polidispersidade (PI) e o
potencial de superficie (Zeta, () P-123/AuNPs/AM a 25,0 °C foram
determinados em um NanoPlus Particle Size Analyzer (Particulate Systems
Ltd). A estabilidade das formulacbes foi monitorada pelas técnicas de
espectroscopia de absorcéo eletronica UV-Vis e DLS. Os formulados foram
armazenados e protegidos da luz para evitar possiveis reacdes de
fotobranqueamento do AM.

Para a determinacdo da absortividade molar das espécies, uma aliquota de
cada formulagéo foi sistematicamente diluida, registrando-se 0s espectros
de absorcao a 25,0 °C. O valor da absortividade molar foi obtido pela lei de
Lambert-Beer. A morfologia das micelas e AuNPs foi avaliada por
microscopia eletrbnica de transmissao utilizando-se uma grade de cobre
(300 mesh) com filme de carbono como porta amostra.

A supresséao de fluorescéncia do AM incorporado nas micelas copoliméricas
foi estudada utilizando-se o ion iodeto como agente supressor aquo-soluvel
(iodeto de sodio). A constante de Stern-Volmer (Ksy) foi calculada pela

equacao: % =1+Kg,[17]
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na qual Fo e F: séo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e presenca
do supressor, respectivamente, e [I']: é a concentracdo de iodeto (1 mol. L™Y).
Os valores de $,'O, foram determinados pelo método relativo e indireto
avaliando-se a degradacdo da sonda acido 9,10-antracenediilbis (metileno)
dimaldnico (ABDA) com LED (Amax= 660 nm e 32,8 mWcm™). As reacdes de
foto-oxidacdo foram realizadas em uma cubeta de quartzo (caminho Optico
de 1 cm) contendo ABDA (3,0 mL, 50 mM) e as amostras acima sintetizadas.
Os valores de $»'O, foram calculados conforme a metodologia descrita na
literatura (GEROLA et al. 2012). Por fim, utilizou-se a técnica de
espectroscopia de lente térmica em parceria com o Departamento de Fisica
da Universidade Estadual de Maringa. Os lasers de excitacdo e de prova
foram selecionados de acordo com a necessidade das amostras e foram
utilizados com emissao no regime continuo. Os dados foram modelados
para a descricdo dos processos Fototérmicos.

Resultados e Discussao

Os espectros de absorcdo eletrobnica das AuNPs em diferentes
concentragdes do copolimero P-123 resultaram em uma banda de absorcéo
eletrbnica com comprimento de onda mMaximo (Amax) €m 546 nm,
caracteristica de nanoparticulas de ouro esféricas com tamanho entre 10 e
20 nm. As analises de DH das nanoestruturas de P-123/AuNPs resultou em
duas diferentes popula¢des (10 nm e 40 nm) atribuidas as AuNPs e micelas
poliméricas, respectivamente.

Apbs eficiente formacao das AuUNPs em P-123, avaliou-se a incorporacgéo do
AM, conforme Figura 1.
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Figura 1. Espectros de absorcéo eletrbnica dos sistemas nanoestruturados P-
123/AuNPs/AM para Método | (A) e 1l (B).

Notou-se o surgimento de uma banda de absorcédo eletrénica com Anax Na
regido de 665 nm, caracteristico do AM. Contudo, pelo Método Il observou-
se a alteracdo da banda de absorcao atribuida a formacéo da espécie leuco
do AM (incolor). As andlises de DLS mostraram a existéncia de uma unica
populacdo, contudo mais alargada. Além disso, verificou-se que, em geral,
DH aumenta com a %P-123 empregada. Os estudos de estabilidade
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mostraram que as amostras contendo 0,50%, 1,00% e 2,00% mostraram
melhores perfis em ambos os Métodos. Apesar disso, as amostras obtidas
pelo método | apresentaram absortividades molares condizentes com a
literatura (¢ ~ 38 L.mol*.cm™). Contudo, pelo Método I, a prevaléncia da
espécie leuco levou a menores valores de € has menores concentracfes do
copolimero. A analise das micrografias de transmissdo mostrou que na
presenca do AM sao obtidas AuNPs com diametros da ordem de 2,6 nm.
Essa faixa de tamanhos € bastante interessante e tem sido almejada em
varios estudos envolvendo ndo apenas a fototermia, mas também a inibicao
direta de linhagens cancerigenas.

Os estudos de localizacdo via Stern-Volmer, utilizando o ion iodeto como
supressor aquo-solavel, mostraram que o AM se localiza na corona € no
core das micelas preparadas pelos Métodos | e II, respectivamente. O ¢»*0,
do AM (0,56) foi mantido quando nanoeancapsulado em P-123 juntamente
com as AuNPs. Ademais, a presenca do AM néo influenciou na quantidade
de calor gerado pelas AuNPS, sendo a estratégia potencial para a Terapia
Combinada Anticancer.

Conclusoes

Os resultados apresentados mostraram a eficiente formacédo de P-
123/AuNPs/AM pelo método de dispersdo solida, principalmente pelo
Método de adicdo passiva do AM. Vale destacar que as AuNPs foram
reduzidas e estabilizadas pelo P-123, eliminando-se a utilizacdo dos
convencionais agentes redutores toxicos e inviaveis para aplicacdes
biolégicas. As amostras apresentaram estrutura nanométrica, perfis
espectrais definidos e capazes de serem fotoativados por radiacdo no
espectro visivel, além de potenciais propriedades fotofisicas. Sendo assim,
0 presente estudo mostrou-se promissor para futuras aplicacbes na Terapia
Combinada Anticancer mediada pela TFD e TFT.
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