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Resumo:

No presente estudo avaliou-se a combinagao das Terapias Fotodinamica e
Fototérmica, almejando o tratamento de neoplasias malignas. Para isso,
foram sintetizadas nanoparticulas de ouro (AuNPs) combinadas com Azul de
Metileno (AM) e estabilizadas em diferentes concentracdes dos copolimeros
triblocos P-84 e F-127. As amostras obtidas foram caracterizadas por
espectrofotometria de absorcdo eletronica, emissdo de fluorescéncia,
espalhamento de luz dinamico, estudos de supressdo de fluorescéncia,
avaliacdo da geracao de oxigénio singleto, analise fototérmica, estabilidade
mediante 0 aquecimento e microscopia eletrénica de transmissdo. Em geral,
os resultados reportam a eficiente formacao das amostras e o seu potencial
para futuras aplicagcbes na Terapia Combinada do Cancer. Vale destacar
gue a incorporacdo passiva do AM (sintese 1), apresentou os melhores
resultados em todas as andlises, sendo, portanto, a metodologia de preparo
mais promissora.

Introducao

A Terapia Fotodindmica (TFD) é um procedimento clinico
minimamente invasivo que atua seletivamente na destruicdo de tumores
malignos (Oniszczuk et al., 2016). A técnica envolve a ativacdo de um
composto fotossensibilizador (FS) por luz de comprimento de onda
adequado na presenca de oxigénio molecular (O,) atuando na geracao de
espécies citotéxicas como o oxigénio singleto (*O,) e outras espécies
reativas de oxigénio (EROs) (Castano et al., 2004). Esses agentes
citotoxicos sdo capazes de oxidar uma variedade de biomoléculas. Entdo, as
regides ricas em elétrons, presentes nas células lesadas sédo diretamente
atacadas. Dentre os mecanismos de morte celular, a apoptose € a principal
modalidade de induzida pela TFD (Castano et al., 2004). Dentre os farmacos
fotossensibilizadores (FS) empregados na TFD, destaca-se o azul de
metileno (AM). De um modo geral, a eficAcia do AM esta relacionada a sua
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forte absorcdo de luz na regidao do vermelho, disponibilidade comercial,
capacidade comprovada de gerar oxigénio singleto, entre outras.

Por outro lado, a Terapia fototérmica (TFT) € um procedimento
terapéutico que envolve o aquecimento de uma regido no corpo (entre 40 e
44°C) afetada pelo cancer ou por outras doencas. Portanto, podemos dizer
gue a Fototermia € um processo que envolve a conversdo da energia
luminosa em calor com o intuito de destruir tumores malignos ou regides
acometidas por processos infecciosos. A morte por hipertermia pode ser
desencadeada por varios mecanismos, como degradacdo da membrana
celular e desnaturacédo protéica. A energia de excitacao eletrénica absorvida
pelos farmacos Fototérmicos relaxa através do decaimento ndo radioativo,
levando ao superaquecimento do ambiente local. E esse aumento de
temperatura o responsavel pela destruicdo de células ou tecidos locais.
Portanto, a escolha de agentes fototérmicos exdgenos é realizado com base
na sua absorcdo de luz e conversdao em calor. Sendo assim, para a
realizacdo do presente estudo optou-se por trabalhar com as nanoparticulas
de ouro (AuNPs) dadas as suas caracteristicas favoraveis a TFT. Além
disso, concluimos que a combinacdo entre as excelentes propriedades
fototérmicas das AuNPs com as propriedades fotodinamicas do AM podem
ser aproveitadas sinergicamente na Terapia Combinada do Cancer.

Por fim, almejando o carreamento e entrega simultanea do AM e das
AuNPs optou-se por trabalhar com sistemas copoliméricos. Dentre o0s
inUmeros polimeros empregados na nanomedicina, copolimeros anfifilicos
em bloco tém atraido muita atencdo devido a seu baixo custo, facil
funcionalizacdo e versatilidade para formar vérios tipos de nanoparticulas
automontadas (Adams et al.,, 2003). Dentre os copolimeros existentes,
destacam-se o0s copolimeros tribloco do tipo ABA comercialmente
conhecidos por Pluronic®. A vantagem da utilizacdo destes copolimeros
esta relacionada a elevada estabilidade in vitro e in vivo, elevada
solubilidade em agua e capacidade de se automontar em nanoestruturas
micelares. Por isso, optou-se pela utilizacdo dos copolimeros P-84 e F-127
na estabilizacdo e carreamento AuNPs associadas ao AM. Assim, micelas
copoliméricas constituem uma promissora alternativa no tratamento de
neoplasias malignas, eficiente nas cavidades superficiais e nucleacéo
ininterrupta sem transi¢coes estruturais.

Materiais e métodos

A sintese das AuNPs foi realizada na presenca de diferentes
concentracbes (1,00 e 2,00% m/V) dos copolimeros F-127 ou P-84. As
amostras foram obtidas pelo método de dispersédo sdlida. Para isso, tanto os
copolimeros como o AuCl; (1x10™® mol. L) foram cossolubilizados em
etanol, seguido pela rota-evaporagao. O conjunto foi deixado no dessecador
por 24 horas, e, por fim, hidratados com agua ultrapura em banho de
homogeneizacdo a 60 °C por 4 horas. O AM (1,25x10®° mol L™) foi
incorporado por duas diferentes metodologias. Na sintese 1, o AM foi
adicionado durante a reidratacdo da matriz solida (incorporacdo passiva). Na
sintese 2, o AM participou da etapa de formacdo do filme fino, sendo
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cossolubilizado com o F-127 ou P-84 e AuCl; na etapa inicial (incorporagao
ativa). ApoOs atingirem a temperatura ambiente, as amostras foram
caracterizadas por absorcao 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 eletrénico de temperatura.

O diametro hidrodindmico (DH), o indice de polidispersidade (PI) e o
potencial de superficie (Zeta, {) copolimero/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 absorcédo eletronica UV-Vis e DLS. Os formulados foram
armazenados e protegidos da luz para evitar possiveis reacbes de
fotobranqueamento do AM.

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 foi utilizada como porta amostra.

A supressdo de fluorescéncia do AM incorporado nas micelas
copoliméricas foi estudada utilizando-se o ion iodeto como agente supressor
aquo-soluvel (iodeto de sédio). Os ensaios permitiram estimar a localizagcéao
do AM na nanoestrutura micelar.

A geracao de oxigénio singleto foi avaliada a partir da degradacao do
acido 9,10-antracenediilbis-(metileno)-dimalénico (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. Fez-se também um estudo
Fototérmico para avaliar a atividade das amostras na TFT, utilizando-se um
sistema de LEDs, vermelho (660 nm) e verde (535 nm), produzidos pelo
Departamento de Fisica da UEM, as amostras foram aquecidas e a variagdo
da temperatura foi obtida.
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Resultados e Discussao

Primeiramente, sintetizaram-se as nanoparticulas de ouro em
diferentes porcentagens dos copolimeros e mediu-se o0 espectro de
absorcao eletronica das diferentes amostras. Os melhores resultados foram
obtidos nas porcentagens 2,00% de ambos os polimeros. Vale ressaltar que
as nanoparticulas foram sintetizadas na auséncia de agentes redutores
toxicos. Fez-se, em seguida, a incorporacdo do AM pelos dois métodos
propostos, passivo e ativo, e, a partir dos espectros de absorcéo eletrbnica,
verificou-se que a sintese 1 seria melhor rota para as etapas seguintes.

Os resultados obtidos por DLS mostraram que para o copolimero P-
84 houve uma diminuicdo do DH om o aumento da concentra¢ao de 1,00
para a 2,00%. Para o copolimero F-127, observou-se um grande aumento do
DH pela sintese 1, porém, para a sintese 2 o aumento foi mais discreto. Em
ambas ndo houve um grande aumento do indice de polidispersédo e, com
excecdo da porcentagem 1,00% (m/V) da sintese 1, o potencial zeta
manteve-se negativo. As microscopias mostraram a existéncia de micelas
esféricas (~30 nm), contendo AuNPs (1-3 nm) em toda a sua extensao,
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estando o processo de formacdo das AuNPs associados a oxidagdo dos
oxigénios presentes nos ésteres copoliméricos. Contudo, dentre o0s
diferentes copolimeros analisados, nota-se que o F-127 apresentou 0s
melhores parametros. A técnica de supressao de fluorescéncia utilizando ion
iodeto como agente supressor, permitiu estimar de maneira razoavel a
localizacdo do FS no sistema coloidal (Lakowicz, 2006). De acordo com 0s
resultados obtidos, o AM encontra-se em todos 0s casos alocado na regiao
mais externa das micelas, estando de acordo com o seu carater hidrofilico.

A avaliagdo da geracdo de oxigénio a partir das constantes de
velocidade de fotodegradacdo do ABDA mostraram que independente do
copolimero empregado, observou-se uma rapida cinética da degradagédo do
ABDA, indicando a formacéo de oxigénio singleto (Yu, Y, 2016). No entanto,
para as maiores concentracbes (2,00 %) de ambos copolimeros, as
constantes de velocidade praticamente o dobraram. Isso, pode ser explicado
em termos do maior rendimento na obtencdo de AuNPs capazes de
transferir energia para o AM. As amostras também foram avaliadas quanto a
geracdo de calor fotoinduzida. Os resultados obtidos mostraram uma
variacdo entre 8 e 11°C para todas as amostras contendo AuNPs. Trata-se
de um resultado promissior, visto que no corpo humano, essa variagédo
alcancaria uma temperatura local de 46°C, suficiente para a destruicdo dos
tecidos doentes. Por fim, os estudos de fotoestabilidade mostraram uma
pequena reducdo na banda de absorcdo do AM, dada a sua
fotodregradacdo. Porém, a reducdo ndo seria suficiente para impactar a
eficacia da terapia.
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Conclusdes

Obtiveram-se resultados promissores para 0s sistemas nanoestruturados
combinados constituidos por diferentes concentracées dos copolimeros F-
127 e P-84, e nanoparticulas de ouro com farmacos fotoativos, para o
tratamento multimodal antitumoral.
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