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RESUMO

O aumento dos casos de cancer com resisténcia aos tratamentos
convencionais é um dos grandes problemas de saude. Com o intuito de contornar
esse cenario, a combinagdo entre as Terapias Fotodindmica (TFD) empregando-se
um fotossensibilizador(FS),Eritrosina B (ERI), e a Terapia Fototérmica (TFT)
utilizando-se as nanoparticulas de ouro (AuNPs), como uma promissora estratégia.
Assim, nesse estudo foram analisadas as propriedades fisicas, quimicas e
fotofisicas das nanoestruturas obtidas a partir da incorporacdo dos ativos em
micelas obtidas a partir dos copolimeros tribloco P-123 e F-127. Também foram
empregadas técnicas como espectroscopia de absorcdo eletrbnica, emissdo de
fluorescéncia e espalhamento de luz dinamico (DLS) para avaliar as caracteristicas
das amostras. Os ensaios confirmaram a presenca das AuNPs nas amostras, 0
estudo de supressdo de fluorescéncia permitiu estimar a localizacdo da ERI na
corona hidrofilica da micela. As analises em DLS permitiram determinar o diametro
meédio para amostras com F-127 e P-123. Além disso, estudos de estabilidade
perante a variacdo da temperatura utilizando-se o LED verde (530 nm) foram
realizados e apontaram uma pequena variacédo de temperatura (3 a 4°C) para todas
as amostras. Ademais, analises de microscopia eletronica de Transmisséo
mostraram as estruturas micelares e das AuNPs (256 + 64) nas amostras. Com isso,
as analises dos diversos resultados culminaram na determinacdo da eficiéncia de
guais solucbes sdo mais propicias para a Terapia Combinada do Anticancer, que
conta com as terapias fotodindmica e fototérmica e as solu¢gdes com concentracéo
de 2% mostraram melhor desempenho.

INTRODUCAO

O incentivo a avangos tecnoldgicos trazem novas modalidades clinicas como
as Terapias Fotodinamica (TFD) e a Terapia Fototérmica (TFT) que sé&o
caracterizadas pela sua seletividade na morte celular (ROBERTSON, Claudine A. et
al.). A Terapia Fotodinamica (TFD) conta com uma fonte de luz emitindo
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comprimentos de onda especificos capaz de fotoativar um fotossensibilizador (FS)
através de radiacdo e o uso do oxigénio molecular (0,) presente nos tecidos. A
combinacdo destes trés componentes garante a eficacia da terapia na morte celular
por aptose ou necrose (ROBERTSON, Claudine A. et al.). O FS usado no presente
projeto foi a Eritrosina B (ERI) que faz parte da classe dos xantenos. A ERI
apresenta pureza quimica, estabilidade fisica e quimica e rapida eliminacdo do
corpo, além de ser um composto de facil obtencdo em caso de aplicagdo industrial,
mostrando ser um 6timo FS para aplicar na TFD (ROBERTSON, Claudine A. et al.) .

A Terapia Fototérmica (TFT) conta com aplicacdo de agentes fototérmicos
gue agem na destruicdo de neoplasias celulares por meio da conversdo da energia
luminosa em calor (MACHADO, Antbénio Eduardo da Hora.)., a seletividade deste
tipo de tratamento se da pela vasculatura irregular da estrutura tumoral. A elevacéo
da temperatura dos alvos bioldgicos ou em cerca de 40 a 44 °C, acarreta em
mudancas na elasticidade, no fluxo sanguineo, na sintese proteica e na dissociacao
ou inatividade das células tumorais de minutos, até horas ou dias. (MACHADO,
Anténio Eduardo da Hora.). Visando a aplicacdo da TFT, as nanoparticulas de ouro
(AuNPs) foram empregadas como agentes fototérmicos por possuirem propriedades
Opticas sintonizaveis nas regides do infravermelho (ABADEER, Nardine S. et al).
Para estabilizar todo o sistema através da formacdo de micelas poliméricas
nanoestruturadas, foram utilizados copolimeros tribloco do tipo ABA, com nome
comercial de Pluronic®, especificamente o P-123 e o F-127. Suas caracteristicas
para a entrega de farmacos dependem das suas estruturas quimicas caracterizadas
por um bloco hidrofilico que é quimicamente ligado a um bloco hidrofébico interno
(ADAMS, Monica L. et al). Além disso, os copolimeros desse tipo sdo capazes de
reduzir o Au*® atuando na formacdo das AuNPs, como comprovado na literatura,
dispensando agentes redutores toxicos para aplicacdo em humanos (Braga, 2023).
Com a composicdo copolimero/AuNPs/ ERI, visou-se a obtencdo de uma Terapia
Combinada do Anticancer, associando-se a atividade fotodinamica da ERI com a
atividade fototérmica caracteristica das AuNPs

MATERIAIS E METODOS

Para a sintese das nanoparticulas de ouro (AuNPs) utilizou-se de uma
metodologia proposta na literatura (Braga, 2023) onde os Plurénics ® P-123 e F-
127(Sigma Aldrich) em diferentes porcentagens (0,5 e 1,0 e 2,0% m/V) e o sal de
ouro (AuCls: 6,6x107° mol L?, Sigma Aldrich) foram cossolubilizados em etanol
(Synth), em seguida o baldo foi levado ao rotaevaporador para a retirada do
solvente, seguido de um descanso overnight no dessecador. Posteriormente, foi
adicionada a solucao tampao PBS(pH = 7,4) (KCL ; Na;HPO, ,KH,PO,) ao balédo e
o mesmo foi deixado no banho de homogeneizacéo pelo periodo de 4 horas a uma
temperatura de 60°C. Por fim, a amostra foi caracterizada por diversa técnicas.

Para a incorporacdo da ERI na nanoestrutura foram empregadas duas
metodologias: adicdo ativa e passiva. Na adicdo ativa, ap0s a solubilizacdo em
etanol ocorre a adicdo da ERI (ERI 10 ymol/L — Sigma Aldrich — DMSO). Ja na
adicdo passiva, a ERI foi adicionada no momento da inser¢do da solugéo tampéo
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PBS. Apds a sintese, as formulagdes passaram por um processo de obtencéo dos
espectros de absorcao eletrbnica no primeiro dia, para avaliar a presenca das
AuNPs nas formulagfes, e durante o periodo de 30 dias a fim de determinar sua
estabilidade com o tempo. Também foi realizada a caracterizacdo do tamanho,
indice de polidispersdo e potencial zeta das particulas. Realizou-se também a
analise da morfologia por Microscopia Eletrénica de Transmisséo (TEM), estudos de
supressdo de Fluorescéncia e analises da estabilidade térmica com relagdo a
variacdo da temperatura das amostras utilizando-se um LED verde (530 nm) nos
compostos. Por fim, foram realizadas as medidas cinéticas para a determinagédo do
rendimento quantico do oxigénio singleto empregando-se a sonda de ABDA (50 uL) .

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos em sua maioria sao referentes aos estudos feitos com
formulagBes contendo 2% dos polimeros, Figura 1, uma vez que mostraram uma
banda de absorbancia bem definida e intensa quando comparada as outras
amostras previamente analisadas. A estabilidade temporal das amostras mostrou-se
de aproximadamente 15 dias. As maiores bandas de absorbancia foram obtidas para
as amostras de F-127 e de modo geral ambos os grupos de amostras mostraram
comprimento de onda maximo entre 530-540 nm.
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Figura 1: Espectro de absorbancia dos sistemas nanoestruturados de (A) F-127 e (B) P-123

O diametro das AuNPs também mostrou valores variados com relacdo aos
elementos presentes nas solucdes e aos meétodos de sintese empregados. O
potencial zeta manteve-se neutro para a maioria das amostras com média -6,07+
7,93 mV.cm® para amostras com P-123 e -5,58 + 2,74 mV.cm?® para amostras com F-
127.0 indice de polidispersidade se manteve com um maior grau de homogeneidade
para os sistemas contendo o polimero P-123 (0,277) do que para as amostras
contendo o F-127 (0,402), definindo assim um bom grau de uniformidade do
tamanho das AuNPs. As analises térmicas mostraram que as amostras mantiveram
suas caracteristicas ao serem submetidas ao aumento e a diminuicdo da
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temperatura de 25 a 50°C. Ao incidir a luz verde do LED nas amostras e analisar a
variacdo da temperatura por determinado periodo de tempo, o aumento da
temperatura ficou em torno dos 3°C, nao indicando alta influéncia dos LEDs nas
amostras, o que poderia ser melhorado com o aumento da poténcia do LED, fato
que ainda est& sob investigacdo. Além disso, os resultados obtidos através do TEM,
observam-se estruturas esféricas bem definidas com diametro de 256 + 64 nm e
inclusive a formacéo das micelas poliméricas ao redor dos nucleos. Ja o estudo de
supresséo de fluorescéncia mostrou um decaimento na intensidade de emissao da
ERI com o aumento da concentracdo de iodeto, indicando a localizacado da ERI na
corona hidrofilica micelar.

CONCLUSOES

O desenvolvimento das formas distintas garantiu uma estabilidade satisfatoria
para as formulagbes, com a adequada formacédo das micelas poliméricas e AuNPs,
bem como a incorporacdo da ERI. Além do mais, as amostras apresentaram boa
estabilidade cinética e térmica, se mostrando propicias para aplicacbes na Terapia
Combinada Anticancer. Acrescenta-se ainda que 0s compostos utilizados nas
formulagcBes sdo de carater biodegradavel e biocompativel e sdo elementos de facil
obtencao para futuras aplicacdes biologicas..
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