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RESUMO

No presente projeto foram realizadas caracterizagcfes fisico-quimicas iniciais para
posterior obtencdo de um sistema nanoestruturado capaz de encapsular os
farmacos Hipericina e Cisplatina em nanoparticulas copoliméricas do Pluronic® P-
123. Para tal, inicialmente foi realizada a preparagdo e caracterizacdo de micelas
copoliméricas de Pluronic® P-123 em PBS, com e sem a Hipericina. Realizou-se a
determinacdo do Coeficiente de Absortividade Molar (¢) da Cisplatina em PBS. Por
fim, foi determinada a interacdo dos farmacos com as micelas de P-123. Quanto as
micelas copoliméricas de P-123, os resultados de analises de DLS e Potencial Zeta
demonstraram tamanho e carga superficial adequados para as nanoparticulas, e
analises de UV-VIS e emisséo de fluorescéncia indicaram a manutencdo do carater
espectroscopico monomeérico da Hipericina em P-123. Além disso, por meio de
analises de UV-Vis, determinou-se o Coeficiente de Absortividade Molar (¢) da
Cisplatina em PBS para dois comprimentos de onda. Por fim, o elevado valor da
constante de ligacdo (Kb) encontrado para o sistema P-123/Hipericina, indica sua
afinidade com o copolimero, enquanto que, para o sistema P-123/Cisplatina
observou-se uma diminuicdo na absorbancia da Cisplatina, indicando a reducédo de
sua solubilidade no meio estudado. Ao se considerar a Terapia Combinada, a baixa
solubilidade da Cisplatina pode ser compensada por seu efeito sinérgico com a Hip
(maior eficicia e reduzidos efeitos colaterais).

INTRODUCAO

Embora a medicina esteja em constante avanco, atualmente, o cancer de colo de
Utero continua sendo um desafio significativo na area da saude feminina, uma vez
gue, milhares de mulheres em todo o mundo sdo diagnosticadas com essa condicéo
a cada ano.™ A abordagem terapéutica convencional, que inclui cirurgia, radioterapia
e quimioterapia.l”y Dentro da classe dos quimioterapicos, a Cisplatina é amplamente
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usada para o tratamento de diferentes tipos de canceres, mas, possui baixa
solubilidade em agua e causa efeitos adversos, como danos nefrotdxicos,
neurotéxicos, distlirbios gastrointestinais, hemorragia, e etc. !

Nesse sentido, terapias alternativas vem sendo desenvolvidas, e entre elas,
encontra-se a Terapia Fotodinamica (TFD),”” que envolve a administracdo de um
agente fotossensibilizador e a subsequente irradiacdo do tecido alvo com luz de
comprimento de onda especifico.”! Esse processo desencadeia uma série de
reacdes fotoquimicas que resultam na geracdo de espécies reativas de oxigénio
capazes de danificar seletivamente as células tumorais, levando & sua destruic&o.”
A vantagem fundamental dessa abordagem reside na sua seletividade, que minimiza
os danos as células sadias circundantes, diminuindo assim os efeitos adversos
comuns as terapias tradicionais.” Na classe de FS, a Hipericina (Hip) vem se
destacando por suas propriedades como alta absorcdo da regido do visivel e alto
rendimento de oxigénio singleto, entretanto, seu uso torna-se limitado devido ao seu
carater hidrofébico, que causa agregacao da mesma quando em solugéo aquosa.™
A fim de solucionar o problema da alta hidrofobicidade desses farmacos, tém-se feito
uso da nanotecnologia na producdo de nanomateriais carreadores de
medicamentos. Estes nanomateriais sdo conhecidos como Sistemas Drug-Delivery
(DDS), pois possuem a capacidade de transportar e liberar o farmaco por tempo
prolongado, com minimos efeitos colaterais. Uma classe de nanomaterais utilizada
como carreador de farmacos hidrofobicos sdo os Pluronics®, copolimeros de caréater
anfifilico constituidos de blocos hidrofilicos de poli (6xido de etileno) (PEO) e blocos
hidrofébicos de poli (6xido de propileno) (PPO), dispostos em uma cadeia PEO-
PPO-PEO. Acima de sua temperatura e concentracdo micelar critica (TCM e CMC,
respectivamente), estes copolimeros se auto organizam em micelas copoliméricas
de nucleo hidrofobico e estrutura externa hidrofilica. Dessa forma, € possivel
incorporar os farmacos lipossollveis no nucleo hidrofébico (PPO) protegendo-os da
inativacdo bioldgica, enquanto a superficie hidrofilica (PEO) pode interagir com
meios aquosos e/ou fluidos biolégicos."

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo o estudo das micelas copoliméricas
de P-123 contendo os farmacos Hip e Cisplatina, de modo a se combinar o efeito
guimioterapico da Cisplatina com o efeito fototerapéutico da Hip, levando a atuacéo
do tratamento por dois mecanismos de morte celular distintos (Terapia Combinada),
0 que implica em uma maior potencialidade para destruir células neoplasicas, e
reduzidos efeitos colaterais quando comparado ao farmaco administrado
isoladamente.

MATERIAIS E METODOS

Materiais

O Pluronic® P-123 e a Cisplatina foram adquiridos da Sigma-Aldrich. O etanol (EtOH)
foi adquirido da Synth, e o tampéao fosfato (PBS) foi adquirido do Laboratorio de
Citologia Clinica e ISTs (LabCito). O farmaco Hip ou 4,5,7,4',5',7-hexahidroxi-2,2'-
dimetilnaftodiantrona (504,44 g mol™) usado neste projeto foi sintetizado e purificado
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(98,0 %) no grupo de pesquisa Nucleo de Pesquisa em Sistemas Fotodinamicos
(NUPESF).

Métodos

Foi preparada a solugcéo estoque de Hip em etanol, e na sequéncia foi realizada a
preparacdo das nanoparticulas copoliméricas pelo método de disperséo sélida. Tais
nanoparticulas tiveram suas propriedades avaliadas por Espalhamento de Luz
Dinamico (DLS) e Potencial Zeta, para determinar as propriedades de tamanho
polidispersividade e carga superficial das nanoparticulas e, Absorcao Eletrénica na
regido do UV-Vis e Emissdo de Fluorescéncia para determinar as propriedades
espectroscopicas da Hip. Além disso, foi preparada uma solucdo estoque de
Cisplatina em PBS, a qual foi utilizada para determinacdo do Coeficiente de
Absortividade Molar (¢) da Cisplatina em PBS, por meio de analises de Absorcao
Eletronica na regido do UV-Vis. Ao final, foi realizada a determinacdo da constante
de ligacédo (Kb) farmaco/P123 para Cisplatina e Hip separadamente (a 25°C), a fim
de ser determinada a interagdo dos farmacos com as micelas copoliméricas de P-
123.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, uma solucao estoque de Hip em EtOH foi preparada e padronizada por
Absorcéo Eletronica na Regido do UV-Vis. Considerando o € da Hip em A=591 nm
como 41.500 cm mol™® L™, obteve-se uma solucdo estoque com concentracdo de
1,69.10* mol.L™. Apés preparacédo das micelas copoliméricas, foram efetuados
estudos espectrofotométricos de absorbancia eletrénica e emissao de fluorescéncia
das micelas copoliméricas de P-123 carregadas com Hip, resultando em picos
caracteristicos da Hip em sua forma monomeérica, solivel na parte hidrofébica da
micela. As nanoparticulas copoliméricas de P-123 com e sem Hip tiveram suas
propriedades de tamanho de particula, indice de polidispersividade e potencial de
superficie avaliadas, tendo sido obtidos resultados satisfatérios de tamanho,
homogeneidade e carga superficial.

Adicionalmente, foi feita uma solugéo estoque de Cisplatina em PBS, analisando, a
qgual foi utilizada para a obtencdo do Coeficiente de Absortividade Molar (€). Apos
coleta dos espectros, foi obtida curva de calibracdo, resultando em ¢ de 1363,31,
para a Cisplatina em PBS no A= 233 nm. Ademais, foi obtida a curva de calibracao
para o A= 297 nm, o qual forneceu um ¢ de 283,95, para a Cisplatina em PBS.

Por fim, foi determinada a interacdo dos farmacos com as micelas de P-123, por
meio de estudos de sucessivas adi¢des de copolimeros a Hip e Cisplatina. Para Hip
foi observado um aumento da absorbancia da Hip com aumento do copolimero no
meio. Por meio da isoterma de ligacdo obtida por ajuste tedrico, determinou-se a
constante de ligacdo (Kb) para P-123/Hip de 105 L mol™ indicando uma forte
interagdo entre a Hip e o micro ambiente micelar. Para o sistema Hip/Cisplatina foi
observada uma reducdo da absorbancia com a adicdo de copolimero, indicando que
h& uma diminuicdo da solubilidade do farmaco no meio. Destaca-se que, embora
tenha sido observada uma indicacdo de reducao na solubilidade da Cisplatina em
micelas copoliméricas, a utilizacdo deste farmaco de modo combinado a Hip (em P-
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123) pode implicar em maior eficicia do tratamento (efeito sinérgico), resultando na
necessidade de menores quantidades de farmaco e consequentemente, reduzindo a
toxicidade da Cisplatina, especialmente quando comparada a toxicidade advinda de
sua administracao livre.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste projeto demonstraram o potencial de incorporagcéo dos
farmacos Hip e Cisplatina nas micelas copoliméricas de P-123. As propriedades
fisico-quimicas das nanoparticulas se mostraram promissoras. A investigacdo de
demais propriedades, bem como a incorporacéo de Hip e Cisplatina em P-123 ser&o
realizadas no projeto seguinte.
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