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RESUMO

O céncer cervical é o quarto tipo de cancer mais incidente em mulheres no mundo,
apresentando também elevadas taxas de mortalidade. Nesse cenario, terapias
combinadas tém se mostrado estratégias relevantes, pois permitem atingir multiplos
alvos bioldgicos. A terapia fotodinamica (TFD) destaca-se por sua seletividade e
reducdo de efeitos colaterais sistémicos e, quando associada a quimioterapia, pode
potencializar a eficacia antitumoral. Este trabalho teve como objetivo investigar
propriedades fisico-quimicas da hipericina (farmaco fotoativo), tanto em solucao
homogénea quanto em sistemas nanoestruturados, além de avaliar o
encapsulamento desses compostos em nanoparticulas poliméricas formadas pelo
copolimero  Soluplus®. Inicialmente,foram preparadas solucdes estoque dos
farmacos em diferentes solventes e determinadas suas absortividades molares ()
por espectrofotometria de absorcdo molecular (UV-Vis), a partir de curvas de
calibracdo. Em seguida, foram obtidas isotermas de associagcado para calculo de
constantes de ligacdo (Kb) e parametros termodinamicos. Por fim, determinou-se a
eficiéncia de encapsulamento (EE%) da hipericina em nanoparticulas Soluplus®. Os
resultados indicaram que o Soluplus® é um sistema promissor para a incorporacdo
da hipericina. Essa molécula, preparada em solucéao estoque (1,05 x 1078 mol-L™),
apresentou forte interagdo com o copolimero, com constante de ligacao (Kb) de 2,72
x 10° L-mol™'. Um valor de eficiéncia de encapsulamento de 94,3% foi estimado,
evidenciando elevada afinidade entre hipericina/Soluplus®.Esses resultados sugerem
alto potencial terapéutico da formulacdo para aplicacbes em terapia combinada
contra o cancer cervical.

INTRODUCAO

O cancer cervical € a quarta causa de morte por cancer em mulheres e esta
fortemente associado a infeccao persistente por HPV. Os tratamentos convencionais
(quimioterapia, radioterapia e cirurgia) tém apresentado eficicia limitada e efeitos
colaterais significativos. A terapia fotodinamica (TFD) surge como alternativa
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minimamente invasiva, usando farmacos fotoativos que,ao serem excitados por luz,
geram espécies reativas de oxigénio capazes de destruir células tumorais. A
hipericina, derivada de Hypericum perforatum, € um fotoativo promissor, mas sua
baixa solubilidade em &gua dificulta o uso clinico (DAMKE et al., 2020). O excipiente
Soloplus® é um copolimero anfifilico capaz de formar nanoparticulas que aumentam
a solubilidade de compostos hidrofébicos (ATTIA et al., 2023).Entao,dessa forma o
trabalho tem como o objetivo gerar um medicamento contendo o farmaco
fotoquimioterapico hipericina objetivando a terapia combinada anticancer cervical.

MATERIAIS E METODOS
Materiais

Soloplus® (Sol) (BASF, Ludwigshafen am Rhein, Alemanha),doado por BASF,Brasil/
Prof.Dr.Marcos Bruschi,Departamento de Farmacia-Universidade Estadual de
Maringd;Cloridrato de doxorrubicina,Sigma-Aldrich;Hipericina,Chongquing Chemdad
Co., Ltd, China; Etanol (99,8%), Synth;Espectrofotdbmetro da Varian modelo Cary-50;
Espectrofluorimetro da Varian modelo Cary Eclipse;Sonicador (Cristofoli
Equipamentos de Biossegurancga LTDA).

Métodos
1. Preparacao da solucao estoque de hipericina.

Para a preparacdo da solucdo estoque foram pesados 5,3 mg de hipericina,
utilizando uma balanca analitica. A massa pesada foi transferida para um baldo
volumétrico de 10 mL e seu volume completado com etanol (99,8%) até o menisco,
e entdo homogeneizada. Em seguida, foi calculada a concentracdo dessa solucao
utilizando os seguintes célculos:

m ~
%—M (Equacao 1)

€=y (Equacao 2)

n=

2. Estudo da interagdo da hipericina com as nanoparticulas de Soloplus®.

Em uma cubeta de quartzo (caminho éptico de 1,0 cm) contendo 2,0 mL de agua
deionizada (Milli-Q), adicionou-se 50,0 uL da solugdo estoque de hipericina. A
concentracdo final foi determinada segundo a Equacdo 3. Posteriormente,
registraram-se espectros de emissao de fluorescéncia no espectrofluorimetro Varian
Cary Eclipse,mediante a titulacdo com aliquotas sucessivas (5,0-175,0 uL) de
Soluplus® (5,0 x 107 mol-L™"). Os sinais obtidos foram corrigidos pelo fator de
diluicdo (Equagdo 5) e correlacionados as concentracdes de Soluplus®. A partir
desses dados, construiu-se a isoterma de associacdo hipericina/Soluplus®,
considerando o comprimento de onda correspondente a banda de maxima emissao.

Co=" (Equacao 3)
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Os pontos experimentais dessa isoterma foram ajustados para obter o valor da
constante termodindmica de ligacdo (Kb) do farmaco fotoativo as nanoparticulas,
utilizando a Equacéao 4 (CAETANO; TABAK, 1999).

(Fo—Fy)

F=F +—2"L—
(e T (Equacao 4)

3. Determinacao da Eficiéncia de Encapsulamento (EE%) da hipericina nas
nanoparticulas de Soloplus®:

A eficiéncia de encapsulamento foi calculado pela seguinte equacao:

_ [C]!medida!
EE% = x 100 ~
° ~ TCcebrica) (Equacao 5)

Os valores da [C]medida) fOra obtida através das absorbéncias oriundas dos espectros
de absorbancia molecular dos formulados e tratados pela Lei de Lambert-Beer
Equacéo 6.

A=¢b.c (Equacao 6)

O coeficiente de absortividade molar (¢) da hipericina em etanol utilizado para o
célculo da concentracéo de hipericina na cubeta apds a diluicdo foi de 4 x 10* L. mol
'.em™ no comprimento de onda A = 598 nm (esse valor ja consta na literatura).

RESULTADOS E DISCUSSOES
1. Preparacao da solucéo estoque de hipericina.

A quantidade de mols e a concentracdo da solucao estoque de hipericina
preparadas no Item 1. foram calculadas a partir da massa molar da hipericina
(504,44 g/mol), utilizando as Equacdes 1 e 2.

m 5,30x1073 g

n=—-=—-"2=1,05x10"°mol
MM 504,44 g/mol

_1,05x1075 mol

n
C=-
4 0,01L

= 1,05x1073 mol/L

2. Estudo da interagdo da hipericina com as nanoparticulas de Soloplus®.

Apobs obter a concentracdo 2,63 x 10 mol/L utilizando a equacdo 3 e entéo,foram
obtidas isotermas de associacdo dos farmacos de nanoparticulas de Soloplus® e foi
determinado a constante de ligagcao (Kb) termodinamica que foi de 2,72 x 10°
L.mol™',através da andlise o ajuste dos pontos experimentais utilizando a equacao 4.
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Figura A e B: (A) Valores de Absorbancia (corrigidas) nos comprimentos de onda entre 400 nm a
800nm, obt|dos atraves da tecnlca de UV-Vis,apés a adigéo de dlferentes volumes da solugao de
Soluplus (5,0 x 10* mol. L ) em uma solugéo de hipericina (1,05 x 10° mol. L ) (B) A isoterma de
associagdo construida com os valores de absorbancia (corrlgldos)na banda de comprimento de onda
de 598 nm,em fun¢éo da concentragéo de Soluplus com o ajuste da curva realizada através da
Equacao 4,com os valores e os respectivos erros dos parametros da equacgao.

3. Determinagdo da EfICIenCIa de Encapsulamento (EE%) da hipericina nas
nanoparticulas de Soloplus®:

Realizando o calculo pode se observar que a eficiéncia de encapsulamento da
hipericina em Soloplus® foi de 94,3%,sendo bastante satisfatéria e demonstrando
que essas substancias tém grande afinidade uma com a outra no medicamento.

CONCLUSAO

Foi observado com o estudo uma alta interacdo com a hipericina/Soloplus® e uma
elevada eficiéncia de encapsulamento no sistema, apresentando seu (Kb)= 2,72 x
10% L.mol™" obtido usando o espectrofotémetro. Entao,por terem uma alta afinidade
pode-se dizer que apresentam um alto potencial para a terapia combinada no cancer
cervical.
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