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Resumo:

O presente trabalho traz a Terapia Fotodinamica (TFD) como alternativa ao
tratamento de neoplasias malignas. Nesse estudo, a curcumina (CUR) foi utilizada
como fotossensibilizador associada as nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas
na presenca do copolimero F-127. Os sistemas nanoestruturados de F-
127/AgNPs/CUR foram obtidos empregando-se a metodologia de dispersao sélida
associada a incorporacdo ativa e passiva da CUR. As amostras foram
caracterizadas por espectroscopia de absorcao eletronica e espalhamento dinamico
de luz (DLS). Em geral, as amostras obtidas por incorporacdo passiva foram mais
eficientes no processo de solubilizacdo da CUR em sua forma monomérica. Em
geral, as amostras apresentaram manutencéao das propriedades fotofisicas da CUR
e AgNPs mediante a incorporacdo nas nanoparticulas poliméricas, apresentando
bandas de absorcdo e diametro hidrodinamico coerentes com dados da literatura.
Além disso, os estudos de supressdo de fluorescéncia permitiram avaliar a
localizacdo da CUR nas micelas na regido mais hidrofobica.

Introducéo

A terapia fotodinamica (TFD) envolve a ativacdo de um fotossensibilizador
(FS) por luz de comprimento de onda adequado na presenca de oxigénio molecular
(*0,)(Alexandridis, 1995). A interacdo dessas trés espécies acarreta na geracéo de
espécies citotdxicas, como o oxigénio singleto (*O.). Ao incidir a luz o FS é levado
para seu estado singleto excitado, podendo sofrer cruzamento intersistemas
atingindo o estado excitado tripleto. A partir desse estado o FS pode transferir sua
energia para as moléculas de 30,, gerando espécies reativas e dando origem aos
efeitos fotodinAmicos. E necesséario a escolha adequada do FS, tal como a
curcumina (CUR), considerando os beneficios ja descritos na literatura (de Freita, C.
F.,2020). Outro fator importante para a eficAcia da TFD é a geracdo de 'O..
Contudo, a CUR apresenta valores baixos de formacdo de 'O, (DeRosa, M. C.,
2002). Para contornar esse fato, é feita a combinacdo de FS com nanoparticulas
metalicas, que apresentam propriedades fisicas, quimicas e biolégicas Unicas,
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especialmente as de prata (AgNPs) que apresentam acgéo contra uma ampla faixa
de microrganismos e possui comprovado aumento na geracdo de 'O, da CUR (de
Freita, C. F.,2020), fendbmeno denominado de efeito MEO (Metal Enhanced singlet
Oxygen generation).

Para sintetizar as AgNPs e estabilizar o sistema AgNPs/CUR, podem ser
empregados polimeros que apresentem baixo custo, biocompatibilidade, facil
funcionalizacdo e versatilidade para o desenvolvimento de plataformas
nanoestruturadas “drug-delivery”. Nesse sentido, destaca-se o copolimero F-127
(EO)100(PO)70(EO)100, capaz de atuar como agente redutor na obtencédo na obtencao
das AgNPs, além de atuar também como sistema micelar de carreamento para a
CUR e AgNPs (Alexandridis, 1995). Nesse contexto, a utilizacdo do copolimero F-
127 na estabilizacdo e carregamento de AgNPs associadas a CUR oferece uma
importante e promissora alternativa no tratamento de neoplasias malignas.

Materiais e Métodos

Materiais

A CUR (MM=368,38 g/mol) foi adquirida na Merck e a solucéo estoque (1x10°
% mol/L) foi preparada em etanol (Merck). O nitrato de prata (MM= 169,87 g/mol) foi
adquirido da Sigma Aldrich e seu estoque (6x10° mol/L) foi preparado em agua
ultrapura. O Pluronic® F-127 (MM= 12600 g/mol) foi adquirido da Sigma Aldrich.

Métodos

Sintese das AgNPs combinadas com CUR estabilizadas em micelas de
F-127

A sintese das nanoparticulas metalicas foi realizada na presenca do
copolimero F-127. O processo de formacdo das AgNPs pelo F-127 foi realizado
utilizando-se diferentes porcentagens (0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 4,00 e 8,00% m/V) de
F-127 seguindo a metodologia de dispersédo sélida (Huang, Y., 2013). A CUR foi
adicionada as combinagfes F-127/AgNPs pelo método de incorporagdo passivo e
ativo.

a) Método de incorporacéo passiva de CUR

ApoOs a pesagem da massa correspondente do copolimero F-127, a mesma
foi solubilizada em etanol. Em seguida, a solucao foi transferida para um baldo de
sintese de fundo redondo, onde foram adicionados 420,0 pL de sal de prata (AgNO3
- 6,0x10° mol/L) e entdo a amostra foi colocada em um rotaevaporador para a
remocdo do solvente, formando um filme fino. Ao término da rotaevaporagao, o
baldo foi protegido da luz com papel aluminio e colocado em um dessecador sob
vacuo overnight. Depois desse periodo, foram adicionados 25,0 mL de agua
ultrapura e 420,0 uL de CUR (6,0 x10™ mol/L). O baléo foi colocado sob agitacdo em
um banho Dubnoff de homogeneizacdo a 60 °C por 8 horas. Apos atingir a
temperatura ambiente, as amostras obtidas foram imediatamente caracterizadas por
absorcao eletronica, emissdo de fluorescéncia e espalhamento de luz dindmica
(DLS).

b) Método de incorporacao ativa de CUR
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A Unica diferenca existente entre a incorporacdo passiva e ativa relaciona-se
a adicdo da CUR. No ultimo método, a CUR é adicionada em conjunto com o AgNO3
na etapa de obtencéo do filme fino.

Espectroscopia de Absorcgéo eletronica

As F127/AgNPs/CUR foram avaliadas pela técnica de absorcao eletrbnica na
regido do visivel e ultravioleta (200 - 800 nm) com um espectrofotbmetro de
absorcao UV-Vis Cary-60.

Andlise do tamanho e potencial Zeta das nanoparticu  las

O diametro hidrodinamico (DH), indice de polidispersidade (PI1) e potencial de
superficie (Zeta, ¢) dos sistemas de F-127/AgNPs/CUR foram determinados por
meio do espalhamento de luz dinamico (DLS) em um equipamento NanoPlus
Particle Size Analyzer (Particulate Systems Ltd).

Estudos de supresséo de fluorescéncia: ajuste de St  ern-Volmer

Os espectros de emissdao de fluorescéncia foram obtidos em um
espectrofluorimetro Cary-Eclipse com sistema Peltier para controle eletrénico de
temperatura.

Estudos de estabilidade das formulacdes

A estabilidade das formulacbes foi monitorada pelas técnicas de
espectroscopia de absorcao eletronica UV-Vis e DLS, em um periodo de 30 dias.

Resultados e Discussao

Caracterizacdo das AgNPs/F-127

As andlises preliminares mostraram que as amostras obtidas na presenca de
1,00; 2,00 e 4,00% (m/V) de F-127 apresentaram a banda plasmonica associada a
formacdo das AgNPs. Dessa forma, essas as amostras foram também
caracterizadas por DLS. Observa-se diferencas na intensidade de absorcéo
pautadas na quantidade de copolimero utilizada, e pelo DLS observa-se que com o
aumento da concentracdo, houve uma diminuicdo do diametro hidrodinamico. Assim,
de acordo com os espectros obtidos e os resultados do DLS, pode-se afirmar que o
sistema F-127/AgNPs foi devidamente obtido em todas as concentracdes de F-127,
destacando-se que as AgNPs foram obtidas na auséncia de agentes redutores
convencionais que podem ser toxicos para aplicacoes (Kavirayani, 2014).

Incorporacao e caracterizacdo da CUR nas F-127/AgNP s

ApoOs a obtencdo das AgNPs realizou-se a incorporacdo da CUR pelos
métodos passivo e ativo. Os resultados obtidos, mostram que, a adicdo de CUR
levou ao aumento da banda de absorcdo sobreposta a banda das AgNPs, fato
crucial para a obtencdo dos efeitos sinérgicos na geracdo de 'O, (de Freita, C.
F.,2020). Somado a isso, com 0 aumento da concentracdo de CUR a intensidade de
emissao vai aumentando até um certo ponto de saturagdo suportado pela micela.
Além disso, os espectros de absorcéo eletrbnica para as amostras nas quais a CUR
foi incorporada pelo método ativo, observou-se um alargamento da banda de
absorcéo, indicando a atuacdo da CUR como agente redutor para a Ag*. Por outro
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lado, a auséncia da CUR durante a formacédo da AgNPs (incorporacdo passiva)
permite que apenas os sitios redutores do F-127 estejam atuando na reducdo da
Ag’, de modo que o espectro de absorcdo da CUR seja inalterado.

Estudo de Supressao de Fluorescéncia

Com o intuito de compreender a localizagdo das espécies na micela, estudos
de supressao de fluorescéncia utilizando o ion iodeto, supressor aquo-soluvel, foram
realizados. Foi possivel concluir que praticamente ndo houve redugdo na
intensidade de emissdo. O ajuste de Stern-Volmer, confirmou a auséncia de
supressdo, logo, foi possivel determinar que a CUR estd incorporada na
nanoestrutura micelar e encontra-se alocada em seu core hidrofébico (PPO), onde
nao havia o inibidor de fluorescéncia.

Estudo de estabilidade

O estudo de estabilidade foi feito por meio dos espectros de absorcao
eletrbnica, durante 30 dias, para as amostras obtidas pelo método de incorporacéo
passiva e ativa da CUR. De modo geral, notou-se pelos espectros de absor¢édo uma
reducdo na intensidade apds o décimo dia subsequente a sintese, tanto para a CUR
como para as AgNPs. Porém, é possivel observar que maiores concentracbes de
copolimero corroboram para a manutencao de sua estrutura micelar.

Conclusoes

O presente estudo reporta a obtencdo de sistemas micelares
nanoestruturados constituidos por diferentes concentracdes de F-127. As amostras
de F-127/AgNPs/CUR foram sintetizadas pela metodologia de dispersdo sdlida,
onde foram testados dois métodos de incorporacdo da CUR. Assim, pode-se afirmar
gue a incorporacéo passiva da CUR apresentou os melhores resultados em todas as
analises, mostrando-se promissora para a continuagdo dos estudos em um préximo
projeto. Com isso, o0s resultados obtidos reportam a eficiente formacdo das F-
127/AgNPs/CUR e o seu potencial para futuras aplicagbes em tratamento de
neoplasias malignas.
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