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RESUMO

O melanoma maligno, uma neoplasia cutdnea notdria por sua alta letalidade, tem
apresentado um aumento significativo em sua incidéncia ao longo dos anos. Apesar dos
esforcos consideraveis dedicados a extensdo da sobrevida dos pacientes, é observado que
remissdes completas e duradouras sdo raras quando a doenca atinge sua fase metastatica.
Historicamente, o emprego de plantas e extratos vegetais tem sido uma pratica comum no
campo terapéutico; contudo, a eficdcia nem sempre é assegurada quando se recorre a
aplicagdo de principios ativos puros. A curcumina (CUR), um polifenol natural, é conhecida por
sua ampla gama de atividades farmacoldgicas, incluindo efeitos anticancerigenos. Contudo,
apresenta baixa biodisponibilidade, fato que limita sua aplicagdo. O surgimento de
formulagGes personalizadas de CUR e novos sistemas de entrega, como nanoparticulas
poliméricas e lipossomas tem contribuido para aumentar a sua biodisponibilidade. Aliado a
isso, a CUR pode ser utilizada como farmaco fotossensibilizador (FS) ativo na Terapia
Fotodindmica (TFD), um procedimento minimamente invasivo, com discretos efeitos
colaterais. Quando um FS é excitado por uma fonte de luz adequada na presenca de oxigénio
molecular (302) sdo formadas espécies citotdxicas, como o oxigénio singleto (102), capazes de
gerar danos celulares fotoinduzidos. Além disso, sua combinagdo com nanoparticulas de prata
(AgNPs) pode levar a um aumento na geracdo de 10, devido ao efeito metal-enhanced singlet
oxygen generation (MEQO). Nesse cenario, CUR e AgNPs foram incorporadas em lipossomas
hibridos polimérico-lipidicos formados por DPPC (1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina) e
pelo copolimero tribloco F127. As vesiculas obtidas apresentaram diametros inferiores a 130
nm, baixa polidispersdo (<0,30), potencial zeta entre 10 mV e elevadas eficiéncias de
encapsulamento (>99%). A caracterizagdo espectroscépica confirmou a sintese e incorporagao
fotoinduzida de AgNPs ao sistema lipossomal. Além disso, os pardmetros de ligacdo
demonstraram a forte interacdo entre lipossomas-CUR em sua forma monomérica,
potencializada pela presenca de AgNPs. Os estudos de Stern-Volmer permitiram estimar a
localizagdao da CUR na bicamada lipidica, dependente da temperatura por um mecanismo de
supressao estatico. A temperatura de transicdo de fase (Tm) dos lipossomas obtidos foi
determinada por DSC (45-56 °C) e a interacdo entre os componentes da formulacdo
investigada por FTIR. Os parametros fotofisicos demostraram uma diminuigdo no rendimento
qguantico de fluorescéncia da CUR, ideal para a TFD, a qual foi acompanhado pela elevada
geracdo de oxigénio singleto e efetivo efeito MEO. Os estudos de viabilidade celular das
formulagGes em células cancerigenas de melanoma B16-F10, mostraram a eficiéncia das
formulagGes, principalmente contendo CUR e AgNPs. Por fim, os experimentos de permeacao
ex vivo mostraram aumento da retencao da CUR na derme e epiderme mediante incorporacao
em lipossomas.

Palavras-chave: Curcumina; Nanoparticulas de Prata; Lipossomas; Terapia Fotodinamica; Oxigénio
Singleto.



ABSTRACT

Malignant melanoma, a cutaneous neoplasm notorious for its high lethality, has exhibited a
significant increase in incidence over the years. Despite considerable efforts dedicated to
extending the survival of patients, it is observed that complete and lasting remissions are rare
when the disease reaches its metastatic phase. Historically, the use of plants and plant
extracts has been a common practice in the therapeutic field; however, efficacy is not always
guaranteed when resorting to the application of pure active principles. Curcumin (CUR), a
natural polyphenol, is known for its broad range of pharmacological activities, including
anticancer effects. Nevertheless, it exhibits low bioavailability, limiting its application. The
emergence of customized CUR formulations and new delivery systems, such as polymeric
nanoparticles and liposomes, has contributed to increasing its bioavailability. In addition to
this, CUR can be used as an active photosensitizer (PS) in Photodynamic Therapy (PDT), a
minimally invasive procedure with discreet side effects. When a PS is excited by an appropriate
light source in the presence of molecular oxygen (302), cytotoxic species such as singlet oxygen
(!0,) are formed, capable of inducing photo-induced cellular damage. Furthermore, its
combination with silver nanoparticles (AgNPs) may lead to an increase in 10, generation due
to the metal-enhanced singlet oxygen generation (MEQ) effect. In this scenario, CUR and
AgNPs were incorporated into polymeric-lipid hybrid liposomes formed by DPPC (1,2-
Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) and the triblock copolymer F127. The obtained
vesicles had diameters below 130 nm, low polydispersity (<0.30), zeta potential between 10
mV, and high encapsulation efficiencies (>99%). Spectroscopic characterization confirmed the
synthesis and photoinduced incorporation of AgNPs into the liposomal system. Additionally,
binding parameters demonstrated the strong interaction between liposomes and CUR in its
monomeric form, potentiated by the presence of AgNPs. Stern-Volmer studies allowed
estimating the location of CUR in the lipid bilayer, temperature-dependent through a static
guenching mechanism. The phase transition temperature (Tm) of the obtained liposomes was
determined by DSC (45-56 °C), and the interaction between the formulation components was
investigated by FTIR. Photophysical parameters demonstrated a decrease in the fluorescence
qguantum yield of CUR, ideal for PDT, accompanied by high singlet oxygen generation and an
effective MEO effect. Viability studies of the formulations in B16-F10 melanoma cancer cells
showed the efficiency of formulations, particularly those containing CUR and AgNPs. Finally,
ex vivo permeation experiments showed an increase in CUR retention in the dermis and
epidermis through incorporation into liposomes.

Keywords: Curcumin; Silver Nanoparticles; Liposomes; Photodynamic Therapy; Singlet Oxygen.
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1 INTRODUCAO

O elevado indice de novos casos de cancer é preocupante. De acordo com a organizacao
Mundial da Saude, s3o estimados 28 milhdes de novos casos a cada ano até 2040.! Se destaca nesse
caso o melanoma, um cancer de baixa incidéncia, mas que causa preocupacdes devido sua
agressividade e capacidade de disseminacdo para outros 6rg3os.? Diante disso, o desenvolvimento de
farmacos e terapias mais eficazes no tratamento do cancer tem sido um dos principais campos de
investimentos da pesquisa cientifica nos ultimos anos. Nesse cenario, os produtos de origem natural
tém desempenhado uma importante vertente na industria farmacéutica, principalmente devido as
suas atividades biolégicas multimecanisticas, disponibilidade, sustentabilidade e seguranca.?

A Curcumina (CUR) é um composto polifenélico natural extraido do rizoma do acafrdo. Tem
sido amplamente utilizada como corante alimenticio, além de ser considerada segura pela FDA (do
inglés: Food and Drug Administration), sendo estd uma de suas principais vantagens. No que concerne
as suas aplicacdes, tem mostrado uma ampla gama de atividades bioldgicas, incluindo o potencial
anticancerigeno em uma grande variedade de linhagens celulares.* Outra importante caracteristica da
CUR é a sua capacidade de superar o efeito MDR (do inglés: Multidrug Resistance) em muitos tumores.
>No entanto, apesar dos excelentes resultados in vitro sua aplicacdo é limitada devido a sua elevada
hidrofobicidade e rapida eliminacdo da corrente sanguinea, levando a uma baixa biodisponibilidade
do possivel farmaco.®

Para contornar este problema algumas estratégias promissoras tém sido empregadas no
intuito de aumentar a biodisponibilidade e viabilizar o biotransporte e o acimulo preferencial da CUR
no tecido tumoral. Sistemas de formulacdo em escala nanométrica, como os lipossomas, além de
carrearem os farmacos incorporados através da corrente sanguinea, também podem se acumular
preferencialmente no tecido neopldsico. Isso se deve ao efeito de permeabilidade e retencdo
aumentados ou efeito EPR (do inglés: Enhanced Permeability and Retention Effect), favorecendo o
acumulo de nanoparticulas em tecidos tumorais.*

Lipossomas sdo vesiculas formadas por fosfolipidios. Em meio aquoso e mediante
processamento adequado, os fosfolipidios sdo capazes de se organizar na forma de uma bicamada
lipidica, apresentando um nucleo aquoso interno e uma membrana hidrofdbica. No geral, lipossomas
formados apenas por fosfolipidios, sdo pouco estdveis e eliminados rapidamente da corrente
sanguinea.” No entanto, quando sdo combinados com copolimeros tribloco como o Pluronic® F-127 do
tipo PEO-PPO-PEO, se tornam mais estaveis em solugdo e tem seu tempo de circulagdo sanguinea
significativamente aumentado, viabilizando a sua aplicacdo biomédica.®

Aliado a incorporagdo dos farmacos em sistemas lipossomais polimérico-lipidicos, outra

estratégia que visa potencializar a atividade anticancerigena da CUR é a sua combinagdo com doses de
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luz visivel, coerentes com seu espectro de absorc3o e na presenca de oxigénio molecular (30,). Esse
procedimento terapéutico é chamado de Terapia Fotodindmica (TFD) e estd intrinsicamente
relacionada 3 geracdo de oxigénio singleto (102) e outras espécies reativas de oxigénio (EROs) pela
espécie fotossensibilizada. Em geral, a TFD vem sendo estudada como uma alternativa menos invasiva
para o tratamento de cancer. Nela a fotoativacdo dos farmacos fotossensibilizadores (FS) leva a
formac3o de espécies citotdxicas, as quais causam danos as células cancerigenas.®

Com relagdo aos efeitos fotodinamicos da CUR, que atuariam em colabora¢do com os seus
efeitos anticancerigenos intrinsecos, estudos tém sido realizados com o intuito de aumentar o seu
rendimento quantico de oxigénio singleto (®,'0,).2° Dentre as técnicas envolvidas, destaca-se a
combina¢do do farmaco com nanoparticulas metdlicas, especialmente as de prata (AgNPs), cujas
propriedades antimicrobianas e anticancerigenas tém sido relatadas. Essa combinacdo é responsavel
pelo efeito ME'O, (“metal enhanced singlet oxygen generation”) que atua na potencializacdo da
gerac3o de 10, pelo FS.!! Nesse contexto, a hipdtese deste estudo sugere que a incorporacdo da CUR
em um sistema nanocarreador e a sua combinacdo com doses de luz, na presenca de nanoparticulas
metalicas, pode resultar em uma melhoria na sua biodisponibilidade e um aprimoramento de sua
atividade anticancerigena. Sendo assim, o presente estudo busca avaliar a formula¢gdo da CUR em
sistemas lipossomais polimérico-lipidicos e a sua interacdo com nanoparticulas de prata para

aplica¢Oes no tratamento do cancer.



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 CANCER

O cancer é uma das causas primarias de mortes em paises industrializados, englobando um
conjunto de mais de cem doengas onde a caracteristica comum entre estas é o crescimento
desordenado de células, que tendem a invadir tecidos e érgdos vizinhos.> No ano de 2020 foram
registrados 19,3 milhdes de novos casos e 10,0 milhdes de mortes associadas as neoplasias malignas
no mundo.'®* No cendrio brasileiro o INCA (Instituto Nacional de Cancer) estima que no periodo entre
2023-2025 o Brasil apresentara 704 mil casos novos de cancer.'

As células que constituem os tecidos do corpo humano normalmente se reproduzem por
meio de um processo continuo e natural. A maioria delas cresce, se multiplica e morre de maneira
regulada, embora possam ocorrer variagdes nesse ciclo conforme a fungdo celular. Em contraste, as
células cancerosas experimentam um crescimento desordenado, resultando na formacdo de novas
células anormais.®

O crescimento descontrolado de células cancerosas leva a formacdo de tumores. O estdgio
seguinte é caracterizado pela displasia, onde ocorre o crescimento descontrolado destas células
acompanhado por altera¢des celulares anormais. No terceiro estagio ocorrem mudancas adicionais,
onde células anormais passam a se espalhar por uma maior area de tecido e ndo cumprem mais sua
fungdo original, sendo chamadas de células anaplasicas. A Ultima etapa ocorre quando as células
tumorais sofrem metastase e passam a invadir tecidos préximos, podendo invadir a corrente
sanguinea e ocupar outros érgdos. Nem todos os tumores progridem até a metdstase, no entanto este
é o tipo de tumor mais grave devido a sua caracteristica invasiva.l>¢17

O cancer ndo invasivo ou carcinoma in situ é o primeiro estagio de classificacdo de um cancer.
Neste estagio as células cancerosas estdo presentes apenas na camada de tecido onde se
desenvolveram, ainda nao se espalham para outras camadas do érgao de origem. Neste caso, a maioria
dos canceres in situ é curavel se for tratado antes de progredir para a fase de cancer invasivo. No
cancer invasivo, as células cancerosas invadem outras camadas celulares do drgao, chegando a
corrente sanguinea ou linfatica e, portanto, possuem a capacidade de se disseminar para outros
Orgdos. Este estagio ocorre apenas com células cancerosas que progridem até o processo de
metdstase.’®

Um estudo realizado pelo INCA tratando de previsGes relativas a incidéncia de Cancer no
Brasil estimou para o triénio de 2023-2025 cerca de 704 mil novos casos de cancer. Com exceg¢ao do
cancer de pele ndo melanoma, sendo este o mais incidente no pais, os tipos de cancer mais incidentes

corresponderdo a cerca de 70,0% de todos os casos. Os canceres de mama feminina e prostata



representam aproximadamente 15,0% dos casos novos cada um, seguidos do cancer de cdlon e reto
(9,4%), traqueia, brénquio e pulm3o (6,7%), estdmago (4,4%) e colo do Utero (3,5%).'® O cancer de
pele ndo melanoma, embora seja o mais incidente, é o menos preocupante por ser facilmente tratavel
e ter uma baixa taxa de mortalidade. O melanoma, embora menos comum e representando apenas
5% de todos os canceres de pele, é reconhecido pela sua agressividade e capacidade de metastizacdo,

sendo atribuido a este a maioria das mortes relacionadas ao cincer de pele.?
2.1.1 Melanoma

O melanoma é um tipo de cancer de pele que tem origem nas células produtoras de melanina,
os melandcitos, tendo predominancia em adultos brancos. O surgimento de melanomas esta associado
a riscos constitucionais e ambientais, como a pele com fototipos mais claros, presenca de nevos
(pequenas manchas pigmentadas regulares na pele, popularmente conhecidos como sinais ou pintas)
e histérico familiar de melanoma estdo entre os principais fatores constitucionais para seu
desenvolvimento.?® Ainda, estudos demonstram a relac3o direta entre radiacdo ultravioleta e o
desenvolvimento de melanomas, onde a radiacdo ultravioleta gera a inducdo de mutacdes e a
formac3o de espécies radicalares que causam alteragdes no sistema imune.?% 2

Em 1968, Clark et al.2 aprimoraram o sistema de microestadiamento relativo ao surgimento
de melanomas em uma organiza¢do que ficou conhecida como Niveis de Clark e foi posteriormente
aperfeicoado por Breslow. O modelo de Clark representa a proliferagdo de melanécitos no processo
de formacdo dos nevos, estagio inicial, até a metdstase, estdgio avancado da doenca.

Na fase inicial ocorre a formacdo de nevos benignos através da proliferacdo de melandcitos,
conforme pode-se visualizar na Figura 1.22 Em seguida esses nevos crescem e se transformam em
estruturas planas e com diametro superior a 5 mm, apresentando bordas irregulares e pigmentagao
varidvel. Posteriormente ocorre o crescimento horizontal, onde ha a proliferagdo na epiderme. A partir
disto, com a invasdo dessas estruturas na derme sucede-se o crescimento vertical para camadas mais

internas da pele, sendo um indicativo do potencial metastatico da célula anormal.?% 22



Figura 1. Representagdo esquematica da progressao do Melanoma.
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Fonte: Adaptado de Khan et al.22 Criado utilizando Biorender.com

O crescimento tumoral requer nutrientes, provindos do abastecimento por meio dos vasos
capilares. A rapida multiplicacdo celular que gera o desenvolvimento tumoral necessita de uma
quantidade maior de nutrientes que é fornecida pela vascularizagdo normal. Portanto, a fim de suprir
essa deficiéncia as células induzem a formagdo de novos vasos sanguineos capilares, através do
processo de angiogénese.?® Os vasos sanguineos tumorais formados tendem a apresentar arquitetura
anormal, incluindo células endoteliais defeituosas com amplas fenestragdes e presenga de poros. Além
disso, apresentam alinhamento vascular irregular, escassez da camada de musculo liso e inervagao,
além de um sistema linfatico pouco definido e funcional.?”

A presenca de camadas de musculo liso na vasculatura de tecidos normais os torna
impermedveis a moléculas com tamanhos inferiores a quatro nanémetros, fazendo com que
nanoparticulas nessa escala sejam mantidas em circulacdo. No entanto, o tecido neopldsico nao
apresenta células musculares lisas. Desta forma, macromoléculas de até 600 nm conseguem atravessar
a circulacdo e passam a ficar retidas no tecido tumoral, gerando o fendbmeno de aumento de
permeabilidade e retencdo, efeito EPR. Quando se trata de células cancerosas o efeito EPR pode ser
utilizado de forma a fornecer o direcionamento passivo, ou seja, a entrega preferencial ao tecido

atingido, proporcionando um acuimulo maior do farmaco desejado no tumor em detrimento dos



tecidos sauddveis. Assim, a nanotecnologia surge como uma alternativa para a entrega seletiva ou
preferencial de fdrmacos em tecidos cancerosos.?® 2°

Como citado anteriormente, o cancer se mostra como uma das grandes preocupagdes quanto
a saude publica mundial. Os tratamentos convencionais, como a quimioterapia, cirurgia e radioterapia
possuem diversos problemas a serem melhorados. A baixa biodisponibilidade dos farmacos, nao
especificidade dos agentes antitumorais e o desenvolvimento de resisténcia a multiplos farmacos,
Efeito MDR, est3o ligados a falhas de ac3o desses tratamentos.*°

O tratamento para o melanoma depende das caracteristicas do tumor, incluindo a localizagao,
o estagio e o perfil genético. A excisdo cirdrgica é uma das opg¢Ges terapéuticas mais utilizadas no
tratamento do melanoma. O método ocorre pela remocdo da lesdo e de suas margens laterais, as quais
sdo compostas por tecido sauddvel, a fim de garantir que todas as células cancerosas sejam retiradas.
No entanto, é recomendado para casos iniciais, nos quais os tumores ndo sdo suficientemente
profundos e ndo sofreram metastase. A fim de melhorar a eficacia esse método é comumente aplicado
em conjunto com terapias adjuvantes, como a terapia direcionada e a imunoterapia.’!

A guimioterapia foi a primeira opcdo de tratamento para o melanoma avanc¢ado. A utilizacdo
de diferentes farmacos evoluiu com o passar dos anos, no entanto a sobrevida ndo mostrou melhora,
estando diretamente relacionada ao desenvolvimento de resisténcia aos farmacos quimioterdpicos
direcionados ao melanoma.32,33 Em 1974 a Dacarbazina, um agente alquilante, foi o primeiro farmaco
aprovado pela FDA para o tratamento de melanoma, se tornando o ativo quimioterdpico padrao para
o melanoma metastatico. Estudos relataram que uma resposta completa foi alcancada em menos de
5% dos casos e um aumento da sobrevida em torno de 2%—6% dos pacientes.?* Na sequéncia, a
Temozolomida, um proé-farmaco oral do metabdlito ativo da Dacarbazina, passou a ser usado para o
tratamento de melanoma avan¢ado. Comparado a dacarbazina, mostrou uma melhora discreta na
sobrevida livre de progressao mediana, mas nao foram observadas diferenc¢as na sobrevida global ou
taxa de resposta objetiva.®

Nesse contexto, a terapia a base de luz, chamada Terapia Fotodindmica (TFD), é uma
alternativa promissora e pode ser uma op¢do de tratamento adequada para pacientes com melanomas

cutaneos, incluindo os metastaticos em estagio I11/IV.3
2.2 TERAPIA FOTODINAMICA

A Terapia Fotodindmica (TFD) se apresenta como uma alternativa minimamente invasiva e que
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pode ser utilizada para o tratamento de diversas doencas, como degeneracdao macular da retina®’,
doencas causadas por bactérias®®, fungos®®, virus*, dentre outras.** Vale destacar que, para além de

todas as aplicacdes supracitadas, o cancer tem sido o principal alvo da TFD.*? Isso se deve,



principalmente, ao fato de que quando comparada as técnicas tradicionais de tratamento oncoldgico,
como radioterapia e quimioterapia, a TFD ganha destaque devido sua elevada seletividade, auséncia
de resisténcia e efeitos colaterais minimos.*?

A utilizacdo da luz em aplicagdes medicinais possui registros anedéticos ha mais de 4000 anos
em diversas civilizagdes como Egito, Grécia e India. Inicialmente, atribuia-se a luz solar a cura de
doencas como vitiligo e psoriase.** A partir disso, com estudos mais aprofundados, notou-se que o
efeito terapéutico era obtido sempre a partir da ingestdo de plantas seguida pela exposicao solar, e,
portanto, estava relacionado aos pigmentos presentes nas plantas ingeridas.*

Um marco importante ocorreu em 1900, quando Raab avaliou a letalidade do corante
vermelho de acridina sobre o protozoario causador da malaria (Paramecium caudatum). Raab
percebeu que em dias ensolarados a letalidade era significativamente superior a letalidade em dias
nublados.*® Dessa forma, verificou a influéncia da presenca da luz, nesse caso a solar, na induc3o da
morte do microrganismo. Em 1903, Tappeiner e Jesionek reportaram a primeira utilizacdo de um
corante no tratamento de tumores, a partir da eosina.”’

A partir da década de 60 novos estudos passaram a ser desenvolvidos, quando Lipson, com o
uso de metodologias desenvolvidas por Sam Schwartz para um derivado da hematoporfirina (Hpd),
comecou a estudar sua fluorescéncia em uma variedade de tumores sélidos como um possivel meio
de deteccdo de tumores.”® Na década de 70 o primeiro fotossensibilizador (FS) foi autorizado pelos
drgdos governamentais, Photofrin®, derivado de trabalhos de Thomas J. Dougherty sobre derivados
hematoporfirinicos.*®* Nos anos seguintes, a partir de modificacdes quimicas na estrutura das
porfirinas, foi desenvolvida a segunda geracdo de farmacos para a TFD. Dois novos farmacos foram
aprovados pela FDA: Levulan® Kerastick, uma pro-farmaco utilizada para lesGes de pele que leva a
sintese enddgena de Protoporfirina IX, e o Visudyne®, que possui o principio ativo derivado de
benzoporfirina da classe das clorinas.>® 5!

Atualmente, no Brasil, a TFD é empregada em centros oncoldgicos como o Hospital Amaral
Carvalho de Jau®?, em diversos centros oftalmoldgicos para o tratamento de degeneracdo macular da
retina, em centros odontoldgicos para eliminagao de bactérias relacionadas a infecgdes endoddnticas
e periodontais®3, no tratamento contra caries®* e em implantes dentarios.>> ATFD também ja é utilizada
em tratamentos dermatoldgicos para doencas de pele como as ceratoses e carcinomas basocelulares®®
e no tratamento de ulceras em pacientes diabéticos.57,58 Recentemente, em 2023, a TFD foi
incorporada pelo SUS para o tratamento de pacientes com cancer de pele do tipo basocelular
superficial e nodular, com o uso de metilaminolevulinato, um pré-farmaco que é metabolizada em
protoporfirina IX.>

A TFD se baseia na fotoativacdo de um composto fotossensibilizador (FS), geralmente um

corante capaz de absorver radiagdo na regido visivel do espectro eletromagnético, a partir de uma
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fonte de iluminacdo com emissdao na faixa de comprimento de onda adequado, na presenca de
oxigénio molecular (30,).%° A absorcdo da radiac3o eletromagnética promove o FS para seu primeiro
estado singleto excitado (1S*), como pode-se visualizar na Figura 2, sendo este altamente instavel e
de curta duragdo. A partir deste estado excitado o FS tende a retornar rapidamente ao seu estado
fundamental (So), através de vias de desativacdo ndo radiativas (relaxamento vibracional — RV,
conversdo interna - Cl) ou radiativa (emissdo de fluorescéncia).®! Determinadas condi¢des podem
favorecer o cruzamento intersistemas (CIS), que acontece através da transferéncia do elétron do
primeiro estado singleto excitado (15*) para o primeiro estado tripleto excitado (3T*), o qual possui
maior tempo de meia vida, com inversdo de spin. Neste estado, o FS pode retornar ao estado
fundamental pelas vias ndo radiativas ou pela via radiativa, no ultimo caso chamada de
fosforescéncia.®® Para a efetividade da TFD, é crucial a ocorréncia do CIS, visto que é a partir do estado
3T* que o FS pode interagir com as moléculas de oxigénio (30;) e/ou as biomoléculas presentes,
gerando espécies reativas de oxigénio, dando origem aos efeitos fotodindmicos por meio de dois tipos

de racdes: mecanismo do tipo | e tipo 1.5

Figura 2. Diagrama de Jablonski simplificado e sua relagio com TFD, onde So: Estado fundamental, RV:
Relaxamento vibracional, Cl: Convers3o interna, CIS: Cruzamento intersistemas, 'S*: Primeiro estado singleto
excitado, 3T*: Primeiro estado tripleto excitado, FS: Fotossensibilizador.

EROs Mecanismo

T Tipo |

Relaxamento
Vibracional

- Substratos

0

Mecanismo
10, Tipo Il

Fluorescéncia
Cl
Fosforecéncia
Cl

Luz

FS | S,

Fonte: Adaptado de Heidelberg et al.*> Criado utilizando BioRender.com

Como mostrado na Equacdo 1, apds a iluminagdo com comprimento de onda adequado o FS
pode ser excitado para um estado eletronico de maior energia. No geral, este FS passa ao estado
singleto excitado 'FS*, o qual possui tempo de vida na casa de nanossegundos e é altamente instavel,
podendo perder energia na forma de fluorescéncia ou calor. Ainda, pode ocorrer o cruzamento

intersistemas, formando um estado tripleto excitado 3FS* (Equacdo 2), o qual é mais estavel devido a
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ocorréncia da inversdo de spin do elétron. Assim, este estado 3FS* possui longa durac3o, na faixa de
segundos, existindo por tempo suficiente para desencadear rea¢des fotoquimicas subsequentes.5?

O mecanismo do Tipo Il ocorre a partir da transferéncia de energia do FS no estado tripleto
excitado para o estado fundamental do oxigénio molecular (Equagdo 3), também tripleto, retornando
o FS para o estado fundamental e levando o oxigénio ao estado singleto excitado '0O,, altamente
citotéxico. Por outro lado, o mecanismo do Tipo | € mais complexo. Acredita-se que inicialmente ocorra
uma etapa de transferéncia de um elétron para a producdo do anion radical do FS, conforme a Equacgao
4. Este pode reagir com o oxigénio para produzir o anion radical superéxido (Oz’), como mostrado na
Equacdo 5. Além disso, tanto o efeito de dismutag¢do de O,*(H,0,;), Equac¢do 6, quanto outra redugdo
de um elétron, Equacdo 7, podem produzir peréxido de hidrogénio, no qual o radical hidroxila HO®,
com alto poder oxidante, é obtido (Equacdo 8).5% 5

A partir da descricdo acima, é facil concluir que, em comparac¢do com o Tipo |, as espécies
reativas de oxigénio (ERO) geradas através da reacdo fotoquimica do Tipo Il sdo muito mais simples, o

que também esta envolvido na maioria dos processos de TFD anticancer.®®

FS+hv — 1FS* (1)

1FS* — 3FS* (2)

3FS* +30, - FS + 10,* (3)
3FS* +e > FS™ (4)
FS*+30, > FS+0y" (5)
205" + 2H* - 10, + H,0; (6)
FS™*+ 02 + 2H* > FS + H20, (7)
FS* + H202 — FS + HO® + HO® (8)

Tendo em vista os mecanismos de a¢do do tipo | e Il, fica evidente que a eficiéncia da TFD
depende da triade: FS, luz e oxigénio molecular. E bem conhecido que alguns FS sdo capazes de atuar
por ambos os mecanismos, contudo, quando se refere a TFD, a espécie citotdxica de maior referéncia
é sempre o 10,.

No estado fundamental, de acordo com a Teoria do Orbital Molecular (TOM), o oxigénio, 30,
possui dois elétrons desemparelhados ocupando os orbitais antiligantes duplamente degenerados mt*,
e t*,.%” Como citado anteriormente, a espécie !0, é formada mediante a ocorréncia do mecanismo do
tipo 11.°> A denominacdo 10, refere-se aos trés estados eletronicamente excitados, imediatamente
superiores ao 30, no estado fundamental.®’” Além disso, o 0, apresenta duas formas com simetrias
distintas, uma de menor energia, A, duplamente degenerada (*A« e 'Ay; 92,4 k) mol?), e outra (12

159,6 k) mol?) de energia maior, Tabela 1.
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Tabela 1. Ocupagdo dos orbitais moleculares antiligantes para os estados eletronicos do oxigénio.

Estado Orbital molecular anti-ligante Energia® (k) mol?)
[T ]a", [T ™y, 0
[(N]m [, 92,4
[i]m [N]m™, 92,4
[T Jm [ m™, 159,6

Fonte: Adaptado de Shrlver e Atkins.67

0 estado !A; apresenta tempo de vida na faixa de 10® segundos, suficiente para permitir a
oxidacdo de moléculas organicas adjacentes. Por outro lado, o tempo de vida do estado de maior
energia (') é bastante curto (10! segundos), pois é rapidamente desativado para o estado A,
processo favoravel devido a mesma multiplicidade de spin.%®

Dada a elevada reatividade do oxigénio singleto, seu tempo de vida é bastante curto, estando
na ordem de 4,0 ps em meio aquoso e 68 pus em D,0.% Por outro lado, em solventes organicos ou em
ambiente lipidico seu tempo de vida pode chegar a 100 ps.”® Dessa forma, a elevada reatividade
associada ao curto tempo de vida limita a acdo do oxigénio singleto. Assim, os tratamentos da TFD
estdo localizados no ponto de geracdo de 10,, fazendo-se necessario que a sua geracdo seja no tecido
alvo “in situ”.

Sem duvidas, uma das principais vantagens da TFD é a auséncia de resisténcia tanto em
tratamentos microbianos como anticancerigenos.”>’? Essa caracteristica tem sido associada a sua
ampla gama de mecanismos de morte celular incluindo necrose, apoptose, danos vasculares, resposta

imune e inflamatdria, conforme representado na Figura 3.7

Figura 3. Representacdo esquematica dos trés mecanismo de morte celular da TFD in vivo: (1) morte direta de
células tumorais, (2) dano a vasculatura e (3) inflamacdo e respostas imunoldgicas.

@ ' ; Necrose
D Apoptose
9. - @. Autofagia
(1) | Morte direta da células tumorais | Ferroptose
Luz
TFD
(F§ —» Vasos tumorais
@ g aumentaram a lacuna
vascular
(2) | Destruicdo da vasculatura celular

302 / '] f v
— c_k DY i Y
=0 Fragmentos celulares

Citocinas e etc.

(3]'| Respostamflamatarlaelmunologlca|nduznda |

Fonte: Traduzido de Tan et al.”
O mecanismo de morte celular na TFD relaciona-se a capacidade das EROs em oxidar as

organelas celulares e lesionar a sua microvaculatura envolvendo a morte celular ndo programada ou a
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morte celular programada.’”® A literatura reporta que a necrose, modalidade de morte celular n3o
programada, é induzida pela aplicacdo de altas doses do FS, estresse fisico ou pela utilizacdo de
elevadas doses de luz.”* Por outro lado, a apoptose, mecanismo de morte celular programada, é
favorecida em aplicagdes envolvendo baixas doses de luz e baixas concentracdes do FS. A Ferroptose,
descrita em 2012 por Brent Stockwell e Scott J. Dixon, é um outro tipo de morte celular programada,
resultado do acimulo de ferro e da peroxidac3o lipidica nas células.”> A ferroptose é iniciada pela falha
das defesas antioxidantes dependentes da glutationa, resultando em peroxida¢do lipidica
descontrolada e eventual morte celular.”

Para além dos mecanismos de morte direta das células tumorais, os danos a vasculatura e a
inibicdo da neovascularizacdo tem efeitos significativos na proliferacdo tumoral.”” Como dito
anteriormente, as células tumorais apresentam uma estrutura vascular incomum, com elevadas
fenestracdes e irregularidades, favorecendo o acumulo de particulas em escala nanométrica,
aumentando a afinidade dos FS pela vasculatura tumoral. De acordo com os estudos anteriores, os
danos vasculares desencadeados pela TFD iniciam-se pela agregacao plaquetdria, formacao de edema,
formacdo de trombos, liberacdo de tromboxano e contracdo dos vasos.”® Além disso, a TFD atua no
bloqueio de células endoteliais liberando dxido nitrico (NO) e promovendo ainda mais a vasoconstri¢ao,
o que levara a morte celular relacionada a isquemia.

Por fim, uma terceira via de morte celular atrelada a TFD é ainflamacdo e resposta imunoldgica.
De fato, apds os danos ocasionados pela TFD, sdo gerados sinais de “perigo”, chamados de padrdes
moleculares associados a danos (do inglés: Damage-associated molecular patterns - DAMPSs) ou
padrées moleculares associados a morte celular (do inglés: Cell death-associated molecular patterns -
CDAMPs) que servem como sinais de alerta na imunidade.” Os DAMPs sdo moléculas intracelulares
endodgenas normalmente “escondidas” nas células, que apds exposicdo de células mortas e/ou
danificadas, adquirem propriedades imunoestimulantes. Acredita-se que os DAMPs sejam os principais
mediadores da imunogenicidade das células tumorais mortas pela TFD via necrose ou apoptose. Assim,
o sistema imunoldgico os reconhece e desencadeia uma resposta imunoldgica vigorosa. Além disso, o
estresse oxidativo induzido pela TFD pode aumentar a liberagdo de fatores de transcri¢cdo inflamatdrios
e citocinas inflamatdrias.®

Vale destacar que, por conta da necessidade da presenca de luz a TFD permite a focalizacdo
no sitio desejado, minimizando lesdes em tecidos sadios, fazendo desta uma terapia amplamente
seletiva e minimamente invasiva. Um aspecto crucial para a efetividade da TFD é associado a escolha
do FS. Um farmaco FS ideal deve apresentar elevado rendimento quantico de oxigénio singleto (da 0,),
facilidade de obtencéo, elevado indice de pureza, auséncia de toxicidade “no escuro”, alta afinidade,
seletividade pelas células tumorais e ativagdo em comprimentos de onda com luz de étima penetracdo

em tecidos (janela fototerapéutica, 600-800 nm).%! Esta absor¢do na chamada “janela fototerapéutica”
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é interessante, pois quanto maior o comprimento de onda de luz incidente, maior sera sua penetracao
no tecido. Entretanto, em comprimentos de onda acima de 800 nm ocorre a absor¢cdo da radiacado
infravermelha por moléculas de agua presentes no corpo. Por outro lado, fdrmacos com menores
comprimentos de onda de absor¢ao, mesmo abaixo de 600 nm, podem ser utilizados na TFD para o
tratamento de doengas em regides superficiais, tumores alocados em regides de menor profundidade
ou através da utilizacdo de fibra dptica, por exemplo, na regido do célon ou na cavidade bucal e
esofago.’

Outro fator importante para a escolha de um FS é seu grau de hidrofobicidade, o qual pode ser
analisado a partir do coeficiente de particao, log Kp, expresso através do logaritmo da concentracdo do
FS em octanol e em d4gua. Compostos que apresentam caracteristicas hidrofébicas tendem a se
acumular preferencialmente em membranas celulares, sendo estes particularmente interessantes para
a TFD.®? No entanto, para a aplicacdo final é necessério que o FS esteja em solucdo aquosa, por conta
de sua biocompatibilidade com fluidos bioldgicos. Porém, compostos hidrofébicos quando em agua
podem sofrer processos de auto-agregacdo, diminuindo a solubilidade do fdrmaco e causando
diminuicdo do tempo de vida do estado tripleto através de fendmenos de auto-supressdo, o que se
torna indesejavel para a TFD.*

De um modo geral, os FS podem ser categorizados em trés geracgoes distintas. Sendo assim, os
FS de primeira geragdo foram desenvolvidos na década de 70 e incluem basicamente compostos
porfirinicos, incluindo o Photoprin®, o primeiro farmaco FS aprovado para uso em humanos. No inicio
dos anos 80, motivados por entraves associados a baixa absor¢cdo de luz na janela terapéutica,
toxicidade, fotossensibilidade e baixa pureza dos FS de primeira gerac¢do, os pesquisadores deram inicio
ao desenvolvimento dos FS de segunda geracdo. Nesse cendrio, FS com maior absortividade molar na
regido do vermelho, elevada geracdo de oxigénio singleto, maior seletividade/penetracdo em tecidos
cancerigenos, reducdo nos efeitos colaterais e farmacocinética aprimorada foram desenvolvidos.
Dentre os representantes comerciais dos FS da segunda gerag¢do, pode-se destacar o Tookad®, utilizado
no tratamento do cdncer de prdstata.®® Os FS de segunda geracdo incluem ainda, o acido 5-
aminolevulinico (5-ALA ou ALA), as benzoporfirinas, as clorinas, as bacterioclorinas, as ftalocianinas, os
Xxantenos, as fenotiazinas, as cianinas, os curcumindides, dentre outros.

Por fim, nos ultimos anos deu-se inicio ao desenvolvimento dos FS de terceira geragao,
basicamente versdes modificadas de FS de primeira e segunda geracdo, sendo conjugados a
transportadores de farmacos e outras moléculas capazes de direcionar passiva ou ativamente os FS ao
tecido alvo. Dentre as principais vertentes destacam-se os sistemas de transporte de liberacdao de
farmacos (do inglés: Drug delivery system — DDS) como lipossomas, micelas, ciclodextrinas e
dendrimeros. Esses sistemas podem ser conjugados a anticorpos monoclonais (mAbs),

monossacarideos, lipoproteinas de baixa densidade (LDLs), peptideos e etc. Essas modificagGes buscam
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aumentar a especificidade em direcdo ao tumor, visando atingir seletivamente as células
cancerigenas.®
A partir das informacgGes acima citadas sobre a escolha de um FS ideal, optou-se neste trabalho

pela utilizagdo da Curcumina (CUR), a qual serd melhor explorada no tdpico a seguir.
2.3 CURCUMINA

A curcumina (CUR) é um pigmento amarelo extraido do agafrdo da terra (Curcuma longa),
obtido através da desidratacdo ou trituragdo de seu rizoma. Foi descoberta por Vogel e Pelletier, em
1815 nos laboratdrios de Harvard.®> Em 1842, Vogel Jr. isolou a CUR essencialmente pura, no entanto
sua estrutura quimica foi definida apenas em 1910, por Milobedzka e Lampe.® Nomeada pela IUPAC
de (1E,6E)-1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona, com massa molar de 368,38 g
moll. Apresenta dois anéis aromaticos com grupamentos fendlicos e orto-metdxi ligados
simetricamente e conjugados, possuindo absorcao da luz mdximo no comprimento de onda de 430
nm.%> Apesar de sua absorcido maxima estar localizada em uma faixa de baixa penetrac3o tecidual,
possui alta energia, sendo adequada para o tratamento de lesGes superficiais, controle de
microrganismos e neoplasias malignas cutaneas.®’

A CUR é composta por trés grupos funcionais reativos: um dicetona e dois o-metodxi-fendlicos.
Dependendo da polaridade e do pH em que a molécula estd inserida, o grupo dicetona sofre
tautomerizagdo espontanea, gerando trés estruturas quimicas possiveis: o tautémero dicetona e dois
equivalentes tautoméricos ceto-enol, como apresentados no Esquema 1. Em solventes apolares a CUR
tem seu equilibrio deslocado preferencialmente para a forma ceto (pH 3-9), ja em solventes polares e
aproéticos, se apresenta na forma endlica. Em solventes polares préticos pode ocorrer a interagcdo com
o hidrogénio presente no enol, resultando no rompimento da ligacdo de hidrogénio intramolecular e,
portanto, na conversdo da forma endlica para ceto.®® 8 9 por conta da presenca de uma ligacdo de
hidrogénio intramolecular e de sua planaridade, a forma enol se torna mais estavel energeticamente.
Esta geometria molecular facilita a sobreposi¢do de elétrons it e, portanto, a ressonancia dos elétrons
conjugados.89,91 A maxima absor¢do da forma enol no comprimento de onda entre 420-440 nm é
atribuida as transi¢Ges eletronicas m—nt* do sistema conjugado de sua estrutura. Para a forma diceto o
maximo de absor¢do desloca-se para o azul em comparagao a forma enol, isso porque, a estrutura da

dicetona é torcida e a conjugac¢3o é diminuida.®?
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Esquema 1. Tautomerismo ceto-enol da Curcumina.
o o (o} OH

x F x N

HO OH HO OH
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Forma cetbnica Forma endlica

Por conta da presenca de hidrogénios dcidos em sua estrutura, suas propriedades fisico-
guimicas estao diretamente relacionadas ao pH do meio, podendo existir em diferentes estados de
protonacdo. Na faixa de pH entre 3 e 7 ocorre o equilibrio tautomérico ceto-endlico, sendo deslocado
preferencialmente no sentido enol devido a formac3o de ligacdo de hidrogénio intramolecular.”> Os
hidrogénios mais acidos da CUR sdo os adjacentes as duas carbonilas, com pKa na faixa de 7,7-8,5,
conforme demonstrado no Esquema 2, ocorrendo a mudanca de coloragdo de amarelo para vermelho.
Em meio alcalino a desprotonacao das hidroxilas de sua estrutura causa o aumento da solubilidade em
meio aquoso de sua forma anidnica, tornando-se mais reativa e podendo sofrer hidrélise devido aos

ions de OH" em solugdo. %

Esquema 2. Espécies desprotonadas da curcumina.
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Fonte: Adaptado de Priyadarsini 3

A CUR é utilizada como tempero em diversas culturas e como corante alimenticio, além disso
é aprovada pela FDA, podendo ser administrada em doses de até 12 g por dia.>* Apresenta atividade
bioldgica contra diversas doengas cronicas, como diabetes tipo I, doenga de Alzheimer, esclerose
multipla e artrite reumatdide. Possui atividade antioxidante, anti-inflamatdria, antibacteriana e
antifingica.”

Para além da gama de efeitos acima reportados, a CUR também tem apresentado resultados
promissores na prevencdo e no tratamento de variados tipos de cancer.®® Seu efeito vai além do

tratamento, agindo também na forma de um quimiopreventivo nos estdgios iniciais de crescimento
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excessivo de células cancerosas.®® Quanto a sua a¢do como quimioterdpico, apresenta atividade
antiangiogénica, sendo essa uma propriedade importante para evitar o crescimento, a sobrevivéncia
e a metdstase de células cancerosas.® %’

Além de impedir a replicacdo celular e a disseminacdo metastatica, a CUR também tem sido
reconhecida por promover a apoptose ao modular diversos fatores pré-inflamatdrios, incluindo
quinases, citocinas, enzimas e fatores de crescimento.”® Uma outra caracteristica que vale ser
destacada, é a capacidade da CUR em superar o efeito MDR em muitos tumores.*

No que se refere especificamente ao melanoma, a CUR tem sido investigada em uma ampla
gama de linhagens cancerigenas (C32, G-361, WM 266-4, M21, SP6.5, A375, dentre outras) e as
evidéncias cientificas sdo promissoras. Os estudos indicam que ela é capaz de afetar varias vias
moleculares e celulares envolvidas na patogénese do melanoma, como MST1, JNK, Foxo3, Bim-1, Mcl-
1, BCI-2, Bax e JAK-2/STAT-354-56, tornando-a um agente terapéutico promissor para ser empregado
contra esse tipo de cancer.100 101

Apesar dos potenciais resultados in vitro, a aplica¢do clinica da CUR é limitada devido a sua
solubilidade aquosa extremamente baixa (0,6 pg mL?), instabilidade, baixa biodisponibilidade oral,
baixa penetracdo tecidual, rdpido metabolismo e eliminacdo da corrente sanguinea.’’> Nesse cendrio,
algumas alternativas tém surgido a fim de mitigar essas desvantagens. Dentre as vertentes, pode-se
destacar a utilizacdo da CUR como FS na TFD, possibilitando a obtencdo de efeitos anticancerigenos e
antimicrobianos em menores concentracdes.°

Nesse sentido, pesquisas vém demonstrando que a combinagdo da CUR, em baixas
concentracdes, com luz visivel é capaz de inibir a proliferacdo e induzir a apoptose em células
cancerigenas.’® Estudos in vivo também mostraram que a ativacdo de pequenas concentra¢cdes da CUR
com doses de luz foi suficiente para diminuir o crescimento tumoral em varias linhagens celulares de
cancer, como HaCaT, Hela, MCF-7, HepG2, MDA-MB-231, dentre outras. Além disso, verificou-se que
a CUR nado inibiu o crescimento de fibroblastos L-929, indicando a sua citotoxicidade seletiva para as
células cancerigenas sem danificar as células normais.'®*

Os efeitos da CUR aplicada na TFD também tem sido demonstrados em linhagens cancerigenas
do cancer de pele. No estudo realizado por Szlasa et al.’% avaliaram a acdo da CUR em &gua contendo
4 x 10%% (Volume:Volume) de DMSO (na incubacdo) como agente FS no tratamento in vitro de linhas
celulares de melanoma melandtico (A375) e amelandtico (C32), queratindcitos (HaCat) e fibroblastos
(HGF). Para a iluminacdo das amostras, utilizou-se uma ldampada de luz azul polarizada com 20 mW/cm?
(Optel, Pol6nia). Os autores verificaram a dependéncia da concentracdo do FS e do tempo de incubagdo
na taxa de sobrevivéncia das células de melanoma. Além disso, a TFD com a CUR aumentou o nimero
de células apoptodticas e necréticas em comparacdo a incubag¢do com o composto sem irradiacdo. O

estudo também demonstrou que a TFD induziu superexpressdo de caspase-3 e clivagem de DNA nas
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linhagens celulares estudadas. No entanto, embora eficaz, a TFD usando a CUR em misturas de
agua/DMSO permanece n3o seletiva para células de melanoma, afetando também as células sadias.

Fadeel et al.1% desenvolveram nanocarreadores lipidicos PEGuilados (PLN3) carregados com
CUR almejando o tratamento do cancer de pele por TFD. Para isso, os estudos celulares foram
realizados em uma linhagem celular de cancer de pele humana (A431) utilizando-se a irradiagdo com
luz azul de 300 mW/cm? (Photon scientific, Cairo, Egito) por 4 min. Os resultados obtidos mostraram
gue em todas as concentragdes testadas, a viabilidade das células tratadas com CUR incorporada em
PLN3 foi significativamente menor do que aqueles tratados com CUR em &gua. Além disso, a
quantidade do FS extraido da pele de camundongos tratados com PLN3 foi duas vezes maior que o de
camundongos tratados com solu¢do aquosa do mesmo.

Wozniak et al.}%” avaliaram lipossomas de fosfatidilcolina de soja incorporados com CUR em
linhagens celulares de melanoma (MugMel2), carcinoma de células escamosas (SCC-25) e
queratindcitos humanos normais (HaCaT). A avaliacdo da viabilidade foi realizada apds exposicdo a
irradiacdo de luz azul apds 4 h de pré-incubacdo com CUR livre e encapsulada. As células malignas
revelaram aumento da fototoxicidade apds a terapia em comparacdo as células normais. Além disso, a
TFD a base de CUR em lipossomas mostrou uma propor¢do aumentada de células apoptéticas e
necréticas. Diante disso, nota-se que a incorporacdao do FS em um sistema lipossomal favoreceu a
seletividade em relacgdo as células cancerigenas.

Diante dos resultados reportados, fica evidente que a utilizagdo da CUR como FS em TFD traz
potenciais beneficios no tratamento do cdncer de pele. Além disso, deixa claro a necessidade de
incorporacdo em sistemas drug delivery. Uma série de outros estudos envolvendo CUR em TFD tem
sido reportados nos Gltimos anos, sendo sumarizados nos trabalhos de Xie et al.1®® e Kah et al. 3.

Apesar dos bons resultados apresentados pela CUR na TFD, ja foi demonstrado que seu
rendimento quantico de oxigénio singleto (®'0;) é muito reduzido quando comparado a outros
farmacos FS. Em agua, etanol e dimetilformamida seu ®'0, é inferior a 0,01, em acetonitrila chega a
0,11.1% Contudo, sdo valores muito pequenos quando comparados, por exemplo, a Rosa de Bengala
cujo @0, chega a 0,75 em meio aquoso.!® E mesmo assim, a CUR tem se mostrado muito mais efetiva
em aplicagdes envolvendo TFD do que em terapias convencionais (auséncia de luz). Diante disso, um
dos grandes desafios para potencializar o desempenho da CUR na TFD relaciona-se ao aumento de
gerac3do de 10,, levando a melhores resultados terapéuticos. Dentre as técnicas empregadas, uma que
vem se destacando atualmente é a combinagdo de farmacos FS com nanoparticulas metalicas. Os
estudos tem mostrado que a combinacdo de FS com nanoparticulas metalicas, especialmente as de
prata, acarretam em um significativo aumento na geracdo de oxigénio singleto. A esse fendmeno foi
dado o nome de melhoria na gera¢3o se oxigénio singleto por metais (MEO, - metal enhanced singlet

oxygen generation).11% 112
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Esse efeito foi atribuido a presenca de nanoparticulas metalicas nas proximidades do FS,
estando intimamente relacionado a distancia e a superposi¢do espectral entre o FS e as nanoparticulas,
elevando significativamente a geracdo '0,. A potencializa¢do na produ¢do de 0, se manifesta como
resultado de um aumento da popula¢do do estado singleto/tripleto do FS devido a um aumento liquido
geral da sua absorcdo.!" 12 Esse aumento de absorcdo resulta do acoplamento entre 0 momento de
dipolo do FS e o campo elétrico préoximo a superficie das nanoparticulas metalicas, permitindo que o
FS "sinta" um campo elétrico maior.'**

Nesse sentido, a combinacdo da CUR com nanoparticulas metalicas, como, por exemplo,
nanoparticulas metélicas de prata (AgNPs), sdo promissoras no aumento da producdo de 'O, pela CUR,
consequentemente potencializando sua atividade fotodinamica.

Além da utilizacdo da CUR como FS na TFD, é crucial a utilizacdo de sistemas de incorporacao,
biotransporte e biodisponibilizac3o.'> Diversos estudos reportam o encapsulamento da CUR a fim de
melhorar a sua solubilidade e aumentar a sua biodisponibilidade. Khan et al. utilizaram nanoparticulas
de PLGA-poli(acido latico-co-glicdlico) carreadas de CUR, as quais demonstraram uma diminuicdo da
viabilidade celular em células de cancer de pulm30.1%® Ainda, Sheikhpour et al. relatou diminuic3o da
viabilidade celular e aumento de apoptose em células de cancer de pulmao para CUR encapsulada em
lipossomas de fosfatidilcolina e 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina estabilizados com PEG e
colesterol.''” Lu et al. demonstrou o aumento da permeabilidade de CUR na pele a partir de seu
encapsulamento em lipossomas.!®

Diante do exposto anteriormente, verifica-se que a combinac¢do da CUR com doses de luz pela
TFD mediada pelas vantagens da nanotecnologia tem se destacado como uma estratégia promissora
na melhoria de suas propriedades anticancerigenas. Assim, nanoparticulas metdlicas, como as AgNPs,
podem potencializar a geragdo de oxigénio singleto e sistemas de drug delivery podem corroborar na

sua estabilizagdo, biotransporte e biodisponibilizagao. Essas vertentes serdo discutidas a seguir.
2.4 NANOTECNOLOGIA NA BIOMEDICINA

O termo nanotecnologia passou a ser popularmente difundido a partir da conferéncia dada
por Richard Feynman em 1959, intitulada como “There’s Plenty of Room at the Bottom”, a qual ficou
conhecida devido a sua proposta de escrever a Enciclopédia Britanica na cabeca de um alfinete. Na
verdade, ele estava propondo algo até entdo inexplorado, para isso seria necessario a manipulacdo de
matéria na escala atémica.'®

As nanoparticulas apresentam propriedades térmicas, mecanicas, magnéticas e Oticas
diferentes das encontradas nos materiais em macroescala.’®® Na aplicacdo biomédica, o estudo de

nanocarreadores tém levado a inova¢des no tratamento de doencas.’?"?? Sua utilizacdo como
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sistemas de entrega de farmacos (do inglés, “drug delivery system”) busca a entrega seletiva e
melhorada de moléculas bioativas. Além disso, o uso de sistemas de drug delivery apresenta resultados
de melhoria na biodistribuicdo, aumento do tempo de circulacdo do farmaco no organismo, liberagdo
prolongada e elevada biodisponibilidade.'?* 124

Para aplicacGes biomédicas, um nanocarreador ideal busca atingir o tecido alvo de forma
seletiva, no intuito de diminuir a toxicidade dose-limitante e os efeitos colaterais ao paciente. 12> 126
Além disso, para que a entrega seletiva possa ocorrer, a nanoparticula ndo deve ser reconhecida pelo
sistema imunoldgico do paciente. O sistema fagocitdrio mononuclear, ou sistema reticuloendotelial
(SRE), atua na defesa do organismo, eliminando nanoparticulas através do processo de opsonizagao.
A opsonizacdo ocorre por meio da ligacdo entre as opsoninas do sangue a superficie das
nanoparticulas, induzindo a fagocitose e gerando acimulo renal e posterior eliminac3o do sistema.*?’
Pesquisas mostram que sistemas furtivos (do inglés, stealth liposomes), que ndo sdo captados pelo
sistema SRE, devem apresentar didmetros menores que 200 nm, superficies hidrofilicas e baixa carga
superficial (potencial zeta entre -10 mV a + 10 mV).1%7, 128129

Quanto a estrutura de nanoparticulas aplicadas a biomedicina, estas sdo bastante variaveis,
podendo ser utilizadas micelas, pontos quanticos, nanoparticulas metalicas, nanofibras, lipossomas,
entre outros.’® No presente estudo, serdo empregados dois tipos distintos de nanoparticulas,
almejando objetivos diferentes. Em um primeiro momento, apresentaremos as nanoparticulas
metalicas (item 2.5), especificamente as AgNPs, aqui empregadas com o intuito de aumentar a geragao
de oxigénio singleto pela CUR. Trata-se, portanto, de um “possivel farmaco coadjuvante” nas
formulagGes que serdo obtidas. Na sequéncia serd abordado o sistema de carreamento escolhido para
a incorporacdo dos possiveis farmacos estudados (CUR e AgNPs), os lipossomas. As vesiculas
lipossomais se destacam como as primeiras nanoparticulas terapéuticas clinicamente aprovadas pela
FDA para o tratamento do cancer.’3! Além disso, pesquisas cientificas tém evidenciado a eficacia do

efeito EPR em nanoparticulas lipossomais. 3% 133

2.5 NANOPARTICULAS DE PRATA

Nanoparticulas metalicas tém fascinado cientistas por mais de um século e atualmente sdo
muito utilizadas nas ciéncias biomédicas e engenharias. Este interesse esta relacionado as
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas que estes materiais apresentam quando estdo na forma de
nanoparticulas e que sdo diferentes das propriedades apresentadas pelo material em macroescala. A
ciéncia atual permite que esses materiais sejam sintetizados e modificados com varios grupos quimicos

funcionais, permitindo a conjugac¢do com anticorpos, ligantes e medicamentos de interesse. Isso abre



21

um amplo leque de aplicacdes potenciais em biotecnologia, separacao magnética, entrega direcionada
de farmacos e em imagens diagndsticas.3*

Nanoparticulas metalicas possuem geralmente tamanhos entre 1-100 nm e apresentam uma
banda de absorcdo na regido do visivel (entre 400-800 nm). Esta absorgdo ocorre devido a ressonancia
plasmonica, na qual ocorrem interagdes eletronicas da banda de condug¢do do metal com a radiagado
eletromagnética, assim os elétrons de condug¢do atuam como osciladores harmonicos em resposta ao
campo oscilante e os elétrons livres do metal formam uma nuvem eletrénica que oscila coletivamente,
conforme representado na Figura 4, sendo tais oscilagdes denominadas de ressonancia plasmonica de
superficie (SPR).1**> 136 A ressonancia plasménica de superficie localizada (LSPR) é um fenémeno dptico
gerado a partir da interacdao entre a luz incidente e os elétrons da superficie em uma banda de

conducdo em nanoparticulas. Esta interacdo produz oscilacdes plasmonicas localizadas e coerentes

com uma frequéncia ressonante que depende fortemente da composicdo, tamanho, geometria,

137

ambiente dielétrico e distancia de separacao particula-particula dos NPs.

Figura 4. Ressonancia plasmonica de superficie em nanoparticulas metalicas
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Fonte: Adaptada de Serafinelli et a/.138

As nanoparticulas de prata (AgNPs) se destacam devido as suas propriedades elétricas,
térmicas e Odpticas. As AgNPs absorvem na regidao do visivel, apresentando diversas coloragdes
conforme o tamanho das nanoparticulas. Com isso, é possivel estimar seu tamanho a partir de andlises
de espectroscopia de absorgao UV-Vis, conforme pode ser observado na Figura 5. Além disso, podem

apresentar diferentes morfologias conforme o método de preparo.'*®
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Figura 5. Espectro UV-Vis de AgNPs com diferentes tamanhos: (a) violeta (b) azul (c) roxo (d) verde (e)

amarelo (f) laranja e (g) vermelho. No inserto, é possivel observar as diferentes coloragdes para AgNPs.
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Fonte: Adaptada de Mendis et al.140

Diversas técnicas sdo utilizadas para a sintese de AgNPs, podendo ser mediadas por
processos quimicos, fisicos, fotoquimicos e bioldgicos. A sintese quimica envolve um agente redutor e
o uso de estabilizantes para a nanoparticula formada. A sintese fisica inclui os métodos de
decomposicdo térmica e evaporacdo/condensagdo. Nas sinteses chamadas de biossintese sdo
utilizados bactérias, fungos e extratos de plantas para a obteng¢ao de nanoparticulas. J4 uma reagdo
fotoquimica envolve a fotorreducdo de um precursor metalico, geralmente na forma de sal, por uma
fonte de luz para a obten¢do das nanoparticulas.*% 142

A sintese de AgNPs a partir da inducdo da reacdo de reducdo com citrato de sédio através de
iluminacdo UV ja foi previamente reportada.®® O uso de um agente estabilizante para controlar a
formacdo homogénea de nanoparticulas com o tamanho e forma esperados é importante, assim como
para ajudar a prevenir a aglomeracdo e possivel precipitacdo das nanoparticulas metélicas.’** Uma
vasta gama de reagentes pode ser utilizada como estabilizante, o principal deles é o citrato de sédio
(TSC, NaszCeHsO7). No entanto o TSC apresenta uma desvantagem por ser considerado um agente
redutor fraco, dificultando a obtencdo de uma sintese monodispersa. Apesar disso, a sintese

fotoquimica de nanoparticulas utilizando o TSC como agente de revestimento tem sido amplamente

investigada, pois resulta na formac3o de complexos relativamente estdveis de maneira simples.}*
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Além disso, a utilizacdo de luz na obtencdo de nanoparticulas metalicas evita a utilizacdo de altas
temperaturas durante a sintese, tornando a metodologia mais simples e rapida.

Além disso, estudos mostram a producdo de nanoparticulas metalicas utilizando polimeros,
como o Pluronic F127, que atuam como agente redutor e estabilizante da nanoparticula, através de

um processo de oxirreducdo. Alexandridis et al.}4

propuseram diferentes mecanismos para a sintese
de AgNPs a partir da reducdo de Ag* por copolimeros em bloco PEO-PPO em solucdo aquosa. O
mecanismo mais provavel ocorre a partir da redugdo de ions Ag* ligados com cavidades (estrutura de
éter pseudocoroa) através da oxidacdo de segmentos de oxietileno e oxipropileno pelo centro
metélico.'*” O poli(6xido de etileno) (PEO) forma uma conformacdo semelhante aos éteres coroa
(estrutura de éter pseudocoroa) ligando-se a ions metalicos em solugdo aquosa devido as interagdes
fon-dipolo entre os ions metalicos e os pares solitarios de elétrons das ligacdes de dxido de etileno.
Quanto as suas aplicacdes, as AgNPs possuem excelente atividade antimicrobiana e ja sao
utilizadas em diversos produtos incluindo instrumentos cirurgicos e para manipulacdo de alimentos,
roupas, cosméticos, produtos odontoldgicos, cateteres e curativos.'*® No campo biomédico estas tém
sido empregadas no diagndstico para contraste em imagens bioldgicas.’*® As AgNPs também atuam
como agentes antitumorais, causando uma diminui¢do progressiva de células tumorais.’*® Isto pode
ser devido as suas acOes inibitérias em vdrios mecanismos de sinalizacdo responsdveis pelo
desenvolvimento e patogénese do cancer. Em conjunto, essas informagdes sugerem que as AgNPs
podem induzir citotoxicidade nas células cancerosas e inibir a progressdo do tumor sem serem letais
para as células normais.'®! A toxicidade das AgNPs estd ligada a sua producdo de EROs, as quais podem
causar danos ao DNA, lipidios e proteinas. O estudo sobre os efeitos prejudiciais dessas nanoparticulas

em células hepaticas e fibroblastos primarios, realizado por Arora et al.'>?

, revelou que AgNPs ativam
mecanismos antioxidantes nas mitocondrias. Além disso, varias publicagdes mostram a correlagdo
entre a concentragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e danos mitocondriais. A superprodugdo
de EROs pode desnaturar diversas proteinas antiapoptdticas e iniciar a expressdo de proteinas pro-
apoptdticas.’?

Como supracitado, a combinag¢dao de nanoparticulas metalicas com FS tem potencial para
conduzir a um aumento significativo na geracdo de oxigénio singleto, efeito ME'0,.1>* A presenca de
nanoparticulas metadlicas proximas ao FS leva a um aumento populacional do estado singleto/tripleto
excitado do FS, por conta do aumento liquido geral de sua absorcdo, que ocorre devido ao
acoplamento entre o momento de dipolo do FS e o campo elétrico proximo a superficie das
nanoparticulas.®®

A combinacdo AgNPs/FS se torna efetiva quando as moléculas do FS se aproximam

suficientemente da nanoparticula metdlica.’>® Além disso, quanto maior for a drea de contato entre a

AgNPs e o FS, maiores serdo os efeitos observados. Um outro aspecto crucial para a efetividade da
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combinacdo é a possibilidade de utilizacdo da mesma fonte de iluminacdo. Nesse sentido, ja foi
demonstrado na literatura que o aumento da sobreposicdao espectral entre a banda de absorcao
eletronica do FS e a banda plasmoénica da nanoparticula metdlica favorece a formacdo de oxigénio
singleto. Como discutido anteriormente, metais como Au e Ag sdo capazes de utilizar a luz visivel
devido ao seu efeito LSPR, altamente dependente do tamanho e formato do NP.*° Quando a energia
para a excitacdo LSPR é semelhante as diferencas de energia dos orbitais HOMO-LUMO do FS (Figura
6), 0 acoplamento ressonante é mais eficiente. Dessa maneira, o campo magnético préximo a superficie

da nanoparticula metalica aumenta a populacdo de estado singleto excitado do FS (*FS*).

Figura 6. Diagrama do mecanismo para o efeito de acoplamento ressonante entre a banda SPR da nanoparticula
metalica com os niveis HOMO-LUMO de um fotossensibilizador.
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Fonte: Adaptado a partir de Silva et al.158

Sendo assim, a migragdo de elétrons quentes da AgNPs para as moléculas de FS é fortemente
dependente de sobreposicao espectral, ou seja, quanto maior a sobreposicdo espectral, maior o
acoplamento ressonante e maior serda a populagdo do estado excitado singleto do FS. Assim,
aumentando a populac¢io de FS*, tende-se também a observar o aumento no estado tripleto excitado
e, por consequéncia, um aumento na sua gerag¢do de oxigénio singleto.

Dada a possibilidade de melhoria das propriedades fotofisicas dos FS, varios estudos tém sido
direcionados a essa vertente. Wang et al.®® demonstrou a eficicia de nanoestruturas hibridas
constituidas por AgNPs revestidas por silica mesoporosa incorporada com hematoporfirina 1X
(Ag@mSiO,@ HPIX). Os autores observaram que a excita¢do dos hibridos Ag@mSiO,@HPIX com luz
azul (400 nm) exibiu uma maior gerac¢do de 0, com um fator de aprimoramento de 3,1 em comparacio

com HPIX livre.
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No estudo realizado por Silva et al.**® foram obtidos nanohibridos AgNPs e azul de metileno
incorporados e micelas de Pluronic® F127. Os resultados demonstraram que a modulagao de distancia
AgNP-MB na matriz Pluronic® é um parametro relevante no aprimoramento das propriedades
fotofisicas. Da mesma forma, nanocarreadores hibridos de FS e nanoparticulas de ouro (AuNPs)

revestidos com SiO, incorporada com azul de metileno®, nanoestrelas de Au revestidas de silica

BlGZ )163'

incorporadas com MB*°4, nanobastdes de ouro revestidos com silica ligados a ftalocianina (AIC4Pc
AuNPs conjugadas com &cido 5-aminolevulinico'®, AuNPs conjugadas com ftalocianina®, exibiram
aumento na geragdo de 10, resultando em efeitos fotodindmicos aprimorados. Outros estudos foram
realizados envolvendo a CUR combinada com AgNPs.

Ghasemi et al.’®® analisaram a inativacdo fotodindmica a partir da combinacdo entre
nanoparticulas de CUR e prata, mostrando que a combinacdo reduziu o nimero de bactérias nas
formas planctonica e de biofilme de Pseudomonas aeruginosa. A combinacdo de CUR-AgNPs também
mostrou resultados efetivos para a reducdo da viabilidade celular de células cancerosas.'®’ Diante dos
dados acima sumarizados, acredita-se que a combinacdo de AgNPs com CUR seja uma alternativa
promissora para o aumento de sua atividade fotodindmica. Contudo, para que os farmacos possam ser
efetivamente combinados, estabilizados e biotransportados, é crucial a utilizagdo de um sistema de
carreamento comum a ambos. Por essa razdo, no presente estudo optou-se por empregar sistemas

lipossomais, capazes de incorporar simultaneamente tanto a CUR como as AgNPs, cujas peculiaridades

serdo abordadas no item a seguir.

2.6 LIPOSSOMAS

Lipossomas sdo estruturas vesiculares formadas a partir de fosfolipidios, os quais estdo
presentes em células animais e sdo os principais constituintes das membranas plasméticas.’®? Os
fosfolipidios sdao constituidos por uma cabega polar, um grupo glicerol e duas caudas hidrofébicas,
formadas por acidos graxos saturados ou insaturados. Em meio aquoso estes se orientam gerando
uma bicamada lipidica, que apresenta em seu centro uma cavidade aquosa, conforme mostrado na
Figura 7. Os sistemas lipossomais destacam-se como sistemas carreadores de farmacos devido a
possibilidade de carrear tanto farmacos hidrofdbicos, na bicamada lipidica, como farmacos
hidrofilicos, no pogo aquoso interno.

Além disso, possuem a vantagem de serem sistemas altamente versateis e biocompativeis.
Assim, suas caracteristicas como tamanho, lamelaridade, superficie, composicdo lipidica, volume e
composicdo do meio aquoso interno podem ser manipuladas de acordo com a aplicacdo almejada.®®

Ainda, os lipossomas possuem a vantagem de compartilhar semelhangas estruturais com as

membranas bioldgicas. Essa notavel semelhancga estrutural resulta em uma interagdo mais significativa
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com as membranas celulares. Dentre os mecanismos propostos para a interagdo e penetra¢do das

células, destacam-se a adsorcdo, a endocitose, a troca lipidica e a fusdo como os mais relevantes.’

Figura 7. Estrutura dos fosfolipidios, bicamada lipidica e lipossoma.
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Fonte: Adaptado de De Freitas.1®° Criado utilizando BioRender.com

Os fosfolipidios utilizados para a formacdo de lipossomas podem apresentar natureza
cationica, zwitteridnica ou anibnica. A presenca da carga nos fosfolipidios gera uma repulsdo
eletrostdtica entre os lipossomas formados, criando um potencial de superficie ¢, o qual dificulta a
agregacdo e floculagdo do sistema.® Os lipidios zwitteridnicos vém sendo usados para reduzir a
adsorc¢3o de proteinas em lipossomas e prolongar seu tempo de circula¢do.”?

Os lipossomas carregados negativamente sdo geralmente constituidos por lipidios aniénicos.
Dados da literatura mostram que os lipossomas carregados negativamente, devido as suas
propriedades eletrostaticas, sdo menos estaveis que os lipossomas neutros e positivos quando
injetados na circulagdo sanguinea. Lipossomas anibnicos interagem rapidamente com o sistema
bioldgico apds sua opsonizagdo. Esta interagao leva a duas consequéncias: sdo rapidamente absorvidos
pelo sistema reticuloendotelial (SER) e leva a efeitos tdxicos, com a apari¢do de vasoconstricdo,
hipertensdo pulmonar e queda no nimero de plaguetas e leucdcitos circulantes.'’?

Os lipossomas catidnicos sdao normalmente utilizados para entrega de genes, devido a
interacdo eletrostatica entre lipidios carregados positivamente e dacidos nucléicos carregados

3 S3o constituidos por fosfolipidios neutros naturais e lipidios carregados

negativamente.’
positivamente. Estes sdo amplamente aplicados na literatura, devido sua biocompatibilidade e
resultados promissores in vitro e in vivo.t’*

Quanto a estrutura lipossomal os fosfolipidios podem se organizar em duas classes distintas:
unilamelares, formando uma bicamada lipidica Unica ou multilamelares, formando bicamadas
multiplas com um compartimento aquoso central e com didametros que variam de 500 a 3500 nm. Os
lipossomas unilamelares, Figura 8, podem também ser classificados de acordo com seu tamanho,
vesiculas unilamelares pequenas (do inglés, Small Unilamellar Vesicles- SUV) apresentam diametros

entre 20 e 100 nm e as vesiculas unilamelares grandes (do inglés Large Unilamellar Vesicles-LUV)

apresentam didmetros que variam entre 100 e 1000 nm. Vesiculas com tamanhos superiores a 1,0 um
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sdo descritas como vesiculas unilamelares gigantes (do inglés Giant Vesicles- GUV). Por outro lado, as
vesiculas multilamelares (Multilamellar Vesicles, MLV) sdo constituidas por bicamadas fosfolipidicas
concéntricas intercaladas por compartimentos aquosos. Por fim os lipossomas também podem se
apresentar em forma de multiplas vesiculas ndao concéntricas, chamados de lipossomas

multivesiculares (do inglés, Multivesicular Vesicles-MVL).1%

Figura 8. Figura mostrando os diferentes tipos de lipossomas.
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Fonte: Adaptado de De Freitas.169. Criado utilizando BioRender.com

A literatura fornece diversos métodos de preparo para lipossomas, sendo as mais comuns
descritas a seguir. A injecdo etandlica consiste na dissolugdo dos lipidios em etanol seguido por sua
injecdo rapida em agua aquecida em excesso e por fim, a remo¢do do solvente organico.'’”® Na
evaporagdo por fase reversa os lipidios sdo solubilizados em meio organico e a adi¢do de agua e
sonicagdo ao meio favorece a formag¢ao de micelas reversas. Em seguida, a evaporagdo do solvente
organico provoca o colapso de varias micelas, resultando na formag¢do de um organogel de elevada
densidade. Assim, os fosfolipidios em excesso formam uma bicama ao redor das micelas residuas,
gerando os lipossomas.’® A via microfluidica é uma tecnologia emergente para a obtencdo de
lipossomas, pois permite o controle preciso do processo de hidratagao lipidica, sendo que este controle
das condicGes de fluxo e mistura tem sido aplicados para alterar o tamanho das particulas e a fim de
melhorar a homogeneidade de sistemas.’” No entanto, o método mais utilizado na literatura ainda é
a dispersdo sélida. Neste método os fosfolipidios sdo dissolvidos em um solvente organico, o qual é
posteriormente eliminado através da evaporacdo a pressdo reduzida. Apds a completa eliminagdo do
solvente o filme fino é hidratado, sob agitacdo vigorosa, gerando os lipossomas. As vesiculas obtidas
apresentam diferentes tipos e tamanhos e comumente sdo aplicados processos de uniformizagao,
sendo a extrusdo mecéanica através de membranas o mais comum.’® 179

As vesiculas formadas apresentam uma temperatura de transicdo de fase (Tm). Em
temperaturas inferiores a T as nanoestruturas formam uma fase gel, onde as cadeias carbonicas dos

lipidios apresentam uma conformacao trans e estes possuem certa rigidez. Em temperaturas iguais ou
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superiores a Trm 0s lipidios passam a se comportar de forma fluida, tendo liberdade de movimento.
Nesta forma, a bicamada lipidica se encontra na fase cristal-liquido e com conformagao gauche. A
temperatura de transi¢cdo de fase dos fosfolipidios é influenciada pelo comprimento e saturacdo da
cadeia, sendo um dos fatores avaliados na escolha do fosfolipidio ideal para o sistema carreador. Na
fase gel os lipossomas apresentam baixa permeabilidade, preservando o farmaco interno, porém
dificultando sua internalizagdo em sistemas biolégicos. Quando em temperaturas préximas a Tn, a
bicamada lipidica possui alta permeabilidade por conta da regido interfacial de coexisténcia das fases
gel e cristal-liquido.*®°

Lipossomas convencionais sdo compostos por uma bicamada lipidica que pode ser composta
por fosfolipidios catidnicos, anidnicos ou zwitteridnicos. Seu potencial clinico passou a ser estudado a
partir de 1980 quando foram utilizados para melhorar a farmacocinética de farmacos como
Doxorrubicina e Anfotericina.'®" 182 Os lipossomas convencionais apresentaram bons resultados em
termos de reducdo da toxicidade dos compostos in vivo e melhoria na biodistribuicdo. No entanto,
como citado anteriormente, estes sdo rapidamente eliminados através do sistema reticuloendotelial
(SRE). O aperfeicoamento de lipossomas pode ser feito pelas modificagdes em suas caracteristicas
estruturais, alterando a sua composicdo lipidica e também na carga superficial pela utilizacdo de
ligantes de revestimento.? Assim, houve o surgimento de lipossomas terandsticos, sitio-especificos e
de longa circulagao.

A fim de melhorar a estabilidade dos sistemas lipossomais e aumentar seu tempo de circulacao
no sangue sdo desenvolvidos os lipossomas de longa-circulagdo, nos quais a presenca de um ligante
em sua superficie causa um efeito estérico, melhorando assim sua estabilidade.’®® 8% Na literatura a
modificagdo mais utilizada é a do polimero polietilenoglicol (PEG). Por conta de sua hidrofilicidade
ocorre a formag¢dao de uma zona de hidratagdo em torno dos lipossomas, fazendo com que a adsorgdo
de proteinas em sua superficie seja dificultada.’® O revestimento com PEG mostra resultados quanto
a prolongac¢do dos tempos de circulagdo na corrente sanguinea, chegando a tempos de 45 horas em
humanos e variando conforme o tamanho das particulas e caracteristicas do revestimento
polimérico.'®> 18 No entanto lipossomas peguilados demonstram uma reducdo em sua habilidade de
interagir com os tecidos alvos.'®” Além disso, estudos mostram que a partir da inje¢do de uma segunda
dose estas particulas passam a sofrer reconhecimento pelo SRE e sofrem de um efeito chamado de
Depurac¢do Sanguinea Acelerada (do inglés, Accelerated Blood Clearence), diminuindo a eficacia das
formulagdes. 88

A partir das dificuldades encontradas quanto a aplica¢do de lipossomas peguilados, busca-se
alternativas para o aumento da estabilidade lipossomal. Os copolimeros tribloco do tipo ABA,
comercializados principalmente como Plurénic® ou Poloxamer, passam a se destacar nesta funcdo.

Estes sdo constituidos por dois grupos hidrofilicos poli(éxido de etileno) (PEO) e um grupo hidrofébico
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poli(éxido de propileno) (PPO) ligados em sequéncia (EO)a(PO)b(EQ)a, conforme demonstrado na
Figura 9. Plurénicos sdao polimeros comerciais aprovados pela FDA para uso humano. Quando em
solucdo, acima de sua concentragdo micelar critica (CMC) e temperatura micelar critica (TMC) se auto-
organizam formando micelas poliméricas do tipo core-shell. Quando em concentragdes abaixo de sua
CMC se apresentam na forma de mondmeros, de forma que podem ser adicionados a preparagao de

lipossomas.1®

Figura 9. Estrutura quimica dos Plur6nicos®.
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Fonte: Adaptado a partir de Yu et al.1%0

Estudos ja publicados mostram a formacdo de lipossomas hibridos polimérico-lipidicos, os
guais se mostram muito mais estdveis em solucdo que lipossomas convencionais. Destaca-se dentro
deste grupo o Plurénic® F127 (EO)106(PO)70(EO)106. Este polimero apresenta alta biocompatibilidade e
acelera o mecanismo de translocacdo lipidica transmembrana.’®? Freitas et al. ® demonstraram que o
copolimero F127 é capaz de interagir com o fosfolipidio dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC)
levando a formacdo de lipossomas hibridos polimérico-lipidicos altamente estdveis em relagdo aos
lipossomas convencionais. Estes lipossomas sdo obtidos a partir de uma metodologia simples e rapida,
através do método de dispersao sélida aliado a sonica¢do, ndo apresentando a necessidade da etapa
de extrus3o.® A utilizacdo de copolimeros tribloco apresenta maior intera¢do com a bicamada lipidica
do lipossoma, devido a unidade central hidrofébica que pode se orientar em conjunto com os
fosfolipidios na construcdo da bicamada.’® O mecanismo de formac3o dos lipossomas pode ser
descrito através do modelo “Budding Off’, onde as cadeias de PEO desempenham um papel
importante na formagdo de vesiculas “filhas” (vesiculas finais — SUVs) a partir de vesiculas “maes”
(vesiculas iniciais — LUVs).2

Um fator crucial na obtencdo de lipossomas hibridos constituidos por fosfolipidios e
Plurénicos é a relagdo entre as concentracées de ambos e o efeito da temperatura. Assim, dada a
possibilidade de formacgdo de micelas por esses copolimeros, é de suma importancia que as
concentracdes empregadas sejam inferiores a sua CMC. Ademais, a mudanca de temperatura (dada a
aplicagcdo no organismo) deve manter as nanoestruturadas na forma de vesiculas. Estudos anteriores

realizados por Pedrozo et al.*?® investigaram a faixa de concentracdo permitida para a formulacdo
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DPPC-F127. No estudo, a TMC do copolimero na presenca de lipossomas em fase gel foi avaliada em
funcdo da variacdo de anisotropia de fluorescéncia da sonda 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH)
(rDPH). Assim, quando o DPH se encontrava exclusivamente na presenca de lipossomas o valor de rDPH
era superior a 0,2. No entanto, uma queda drastica nos valores de rDPH era observada com a formacao
de micelas em decorréncia da mudanca de temperatura do meio, dada a particdo do DPH, previamente
carregado nos lipossomas, em micelas formadas. Os autores verificaram que concentrac¢des inferiores
a 2x10” mol L (0,025% m/V) do Pluronic® F127 eram ideais e seguras para a obten¢do de lipossomas
variando-se a temperatura de 25 a 40 °C.

A partir disso optou-se neste trabalho por empregar lipossomas hibridos polimérico-lipidicos
descrito acima a fim de incorporar CUR e AgNPs. O DPPC (Figura 10) é um fosfolipidio zwitteridnico,
gue esta presente no corpo humano atuando como surfactante pulmonar. Possui cadeia saturada e

sua temperatura de transic3o de fase é de 41,4 °C.*3

Figura 10. Estrutura quimica do fosfoliidio DPPC.
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3 OBJETIVOS

3.1

OBIJETIVO GERAL

Preparar, caracterizar e aplicar os sistemas lipossomais hibridos polimérico-lipidicos a base de

DPPC (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina) e copolimero tribloco Pluronic® F-127, incorporando

curcumina e nanoparticulas de prata para a aplicacdo em Terapia Fotodinamica.

3.2

Vi.

Vii.

viii.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparar o sistema lipossomal hibrido polimérico-lipidico de DPPC e Pluronic® F-127 e avaliar
sua estabilidade;

Carregar o sistema lipossomal de DPPC e Pluronic® F-127 com curcumina (CUR) e
nanoparticulas de prata (AgNPs) e avaliar a sua estabilidade, caracteristicas espectroscopicas
e eficiéncia de encapsulamento.

Caracterizar os sistemas por espalhamento de luz dindmico, potencial zeta () e microscopia
eletronica de transmissao.

Caracterizar e avaliar a interagdo entre a CUR com o sistema lipossomal, através de analises
de UV-Vis e fluorescéncia, assim como sua constante de ligacdo ao sistema;

Avaliar a temperatura de transi¢cdo de fase (Tm) dos lipossomas hibridos polimérico-lipidicos
na auséncia e na presenca de CUR e AgNPs.

Avaliar as interacOes existentes entre os constituintes das formulaces por espectroscopia na
regido do infravermelho.

Analisar a supressdo de fluorescéncia da CUR ao sistema lipossomal almejando estimar a sua
localizagdo na bicamada lipidica;

Determinar as propriedades fotofisicas da CUR incorporada ao sistema hibrido polimérico-
lipidico na presenga de AgNPs;

Examinar a citotoxidade e fototoxicidade nas formulagdes obtidas em células cancerigenas
células de cancer de melanoma B16-F10;

Realizar ensaios de permeacdo ex vivo das formulagdes em pele humana empregando a célula
de Franz e quantificar por fluorescéncia e Espectroscopia de Absor¢cdo Atémica.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 MATERIAIS

O fosfolipidio 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC, M= 734,04 g mol?, >99%) foi
adquirido da Avant Polar Lipids (Alabama, EUA). O Pluronic® F127 (M= 12.600 g mol), nitrato de prata,
iodeto de potassio, citrato de sodio, acido 9,10-antracenodiil-bis(metileno)dimalonico (ABDA), e
curcumina (CUR, 67%) foram obtidos da Sigma Aldrich. Todos os solventes empregados eram de grau

analitico e foram usados sem purificacdo adicional. A dgua utilizada foi ultrapura.

4.2 METODOS

4.2.1 Preparagao dos lipossomas hibridos polimérico-lipidicos

Os lipossomas polimérico-lipidicos constituidos por DPPC e F127 (DPPC-F127) foram obtidos
conforme De Freitas et a/.1®%, adaptando-se a metodologia de dispersdo sélida para formacdo de filme
fino.!%

O lipidio DPPC na concentracdo de 1,5x10° mol L'? e o copolimero F127 na concentracdo
1,5x10° mol L? (0,02% m:V) foram dissolvidos em cloroférmio e metanol, respectivamente. Na
sequéncia, as solugGes foram misturadas em uma proporc¢do 4:1 (V:V). Em seguida, o solvente foi
removido em um evaporador rotativo a vacuo até a completa evaporagao do solvente, em
temperatura de 40 °C com o baldo suspenso em relagdo ao banho. Esse cuidado foi tomado para evitar
a rapida evaporacgao do solvente que levaria a formagao de um filme fino desuniforme. O sistema foi
deixado em dessecador sob vacuo durante 24 horas para garantir a completa elimina¢do do solvente.
O filme fino seco e devidamente uniforme foi entdo hidratado com 10,0 mL de agua ultrapura com
aquecimento em torno de 40-45 °C e sonica¢do em ultrassom de bancada (Cristéfoli Equipamentos de
Biosseguranca LTDA, com frequéncia de 42 kHz) durante aproximadamente 15 minutos. A formacao
dos lipossomas foi acompanhada por espalhamento de luz dindmica (DLS). Destaca-se que ndo foi
necessario realizar nenhum método de uniformizacdo, como por exemplo a extrusdo, para a obtencdo

de lipossomas uniformes.

4.2.2 Sintese e incorporac¢ao de nanoparticulas de prata (AgNPs) ao sistema lipossomal

As nanoparticulas de prata foram geradas in situ a partir da redugdo de sal de prata (AgNOs)
utilizando-se citrato de sédio (Na3;CsHsO7) em dgua com iluminagdo UV-Vis (com comprimento de onda
variando de 370 a 435 nm, Amax= 400 nm e I= 67,48 W m?).196 197198 A fonte de luz empregada para a

sintese foi um LED, com comprimento de onda de emissdo e poténcias determinados em esfera
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integradora, no Laboratério de Optoeletronica Organica e Sistemas Ansisotrésinais (LOOSA). E
importante salientar que a faixa de emissao na regiao do UV, maior energia, é que levard ao processo
de sintese das nanoparticulas por “fotoinducdo”.

Em um béquer foram adicionados 5,0 mL da dispersdo lipossomal, 50 uL de uma solucdo
estoque de AgNOs na concentracdo 1x102 mol L™ e 50 puL de uma solucdo estoque de NaszCsHsO; de
mesma concentragdo. O sistema foi mantido com agitagdo constante e iluminagdo UV durante 30
minutos. Vale destacar que a sintese foi realizada em condi¢do de temperatura ambiente. Ao final do
tempo é possivel verificar a mudanca de coloragdo da solucdo para alaranjado claro. As amostras

obtidas foram denominadas DPPC-F127-AgNPs.
4.2.3 Incorporagao de Curcumina ao sistema

Aincorporag¢do de CUR ao sistema lipossomal de DPPC-F127 e DPPC-F127-AgNPs foi realizada
pelo método de adi¢do passiva.'®® E importante deixar claro que se optou pela incorporacdo passiva
devido a sintese fotoinduzida nas AgNPs na amostra DPPC-F127-AgNPs-CUR. Assim, caso a
incorporacdo ativa fosse realizada, a CUR passaria pela exposicdo a radiacdao UV-Vis de alta intensidade
e certamente sofreria fotobranqueamento. Nessa metodologia, uma aliquota 10 pL de uma solucao
de CUR em DMSO (1x102 mol L) previamente padronizada (€= 58,547 L mol™ cm™ 2) através de
analises UV-vis, foi adicionada a dispersdo previamente preparada contendo os lipossomas ja prontos
e uniformizados e devidamente homogeneizada. Vale destacar que a porcentagem de DMSO na
dispersao lipossomal final foi de 9,99x102 % (V:V), ndo influenciando na estrutura dos lipossomas. Por
fim, o conjunto de amostras obtidas, DPPC-F127, DPPC-F127-AgNPs, DPPC-F127-CUR e DPPC-F127-

AgNPs-CUR, foi devidamente caracterizado como descrito a seguir.
4.3 METODOS E INSTRUMENTACAO
4.3.1 Espalhamento de luz dindmico - DLS

O diametro hidrodindmico (DH), o indice de polidispersividade (PDI) e o potencial de
superficie Zeta ({) dos lipossomas formados foram obtidos através de medidas DLS em um Zetasizer
Nano Series modelo SZ (Malvern Instruments, Reino Unido) disponivel no Grupo de Estudo em
Materiais Poliméricos (POLIMAT). As medidas foram realizadas a 25,0 °C operando a 173° e
comprimento de onda de 632,8 nm, fornecido por um laser de He-Ne de estado sélido de 4 mV. Todas

as medidas foram realizadas em triplicata.
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4.3.2 Espectroscopia de Absorcao Eletronica

Os espectros de absorcao eletronica da CUR, bem como os espectros de absorcado plasmonica
das AgNPs nas dispersdes lipossomais foram realizados em um espectrofotémetro Varian Cary® 50 Bio
disponivel no laboratdrio de catalise e fendmenos interfaciais, LACFIl, no departamento de quimica da
UFSC.

O coeficiente de absortividade molar da curcumina em DMSO em 435 nm foi obtido da
literatura €= 58.547 L mol® cm™ 2% e utilizado através da lei de Lambert-Beer (Equac3o 9) para
padronizar periodicamente a solucdo estoque de CUR em DMSO. Onde A é a intensidade de absorg¢do
em 435 nm, b é o caminho dptico da cubeta (1 cm), C é a concentragdo de curcumina (mol L?),eséo
coeficiente de absortividade molar (L mol* cm™).

A=bxCxce¢ (9)

4.3.3 Espectroscopia de Fluorescéncia

As medidas de emissdo de fluorescéncia foram realizadas em espectrofotometro de
fluorescéncia Varian Cary Eclipse, localizado no laboratdrio LACFI, no departamento de Quimica da
UFSC.

Para as amostras DPPC-F127-CUR e DPPC-F127-AgNPs-CUR empregou-se o comprimento de
onda de excitagdo em 420 nm com faixa de leitura de 440-700 nm e slits de 5 nm, assim como para

CUR em acetronitrila (ACN).

4.3.4 Estudos de estabilidade

A estabilidade das formula¢Ges no estado liquido foi monitorada por espectroscopia de
absorcdo eletrénica em um equipamento UV- Vis da marca Kasuabi B-500 com 1 nm de intervalo de
leitura. Além disso, as amostras também foram monitoradas por e DLS, nesse caso, almejando a

obtencgao de seu didametro hidrodinamico e PDI, conforme o tépico 4.3.1.

4.3.5 Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

A morfologia e os diametros das nanoparticulas foram avaliados através da microscopia
eletrénica de transmissdo (MET) utilizando um microscépio JEM 1011 operando a uma voltagem de
aceleragdo de 80 kV disponivel no Laboratdrio Central de Microscopia Eletrénica da UFSC. O preparo
do grid ocorreu 24 h antes da analise, para isso 100 pL da dispersado lipossomal foram diluidos em 1,0
mL de dgua ultrapura. Em seguida, 10 pL desta solugao foi depositada em grid de cobre recoberto com
filme de carbono/Formvar e o excesso removido com papel absorvente. O processo foi repetido trés

vezes.
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As andlises de tamanho foram realizadas utilizando o software livre Image) 1.8.0 para

construcao do grafico de distribuicdo normal dos tamanhos.
4.3.6 Determinacao da constante de ligacdo (Kb) da curcumina com os lipossomas

A constante de ligacdo Kb da CUR aos sistemas lipossomais de DPPC-F127 e DPPC-F127-AgNPs
foi determina a partir de uma solug3o inicial de CUR em dgua na concentrac¢io de 1,0x10°® mol L%, Essa
concentracdo foi empregada com o intuito de evitar o efeito de filtro interno nas analises por
fluorescéncia. Em seguida, essa solugdo foi titulada com cada uma das dispersdes lipossomais. Apds
cada aliquota adicionada aguardou-se um periodo de 5 minutos a fim de atingir a ligagcdo do FS ao
sistema. Apods a estabilizacdo de cada aliquota adicionada, os espectros de emissao de fluorescéncia
foram registrados na faixa de 440 nm até 700 nm, empregando um Aex= 420 nm e slits de 5 nm. Os
estudos foram realizados em trés temperaturas: 20, 25 e 37 °C a fim de se avaliar os parametros

termodinamicos de ligagao.
4.3.7 Estudos de supressao de fluorescéncia: ajustes de Stern-Volmer (Ksy)

A supress3o de fluorescéncia da CUR nos sistemas lipossomais, na concentracdo de 1,0x10°®
mol L, foi avaliada utilizando-se ion iodeto como agente supressor aquo-soluvel (iodeto de sédio).
Nesse experimento, 2,0 mL da amostra foram adicionados em uma cubeta de fluorescéncia e
sucessivas adi¢des de uma solucdo de Kl (1 mol L), devidamente protegida da luz, foram realizadas
até um volume final de 4,0 mL. Apds cada adicdo, aguardou-se um intervalo de 5 minutos e registrou-
se os espectros de emissdo de fluorescéncia na faixa de 440 nm até 700 nm, empregando um Aex.= 420
nm e slits de 5 nm. O fator de diluicdo foi corrigido para que pudesse ser avaliado apenas o efeito da
supressao. A constante de Stern-Volmer (Ksy) foi calculada através da Equacdo 10, na qual Fo e F: sdo
as intensidades de fluorescéncia na auséncia e presenca do supressor, respectivamente, e [I']: é a
concentracdo de iodeto. Os estudos foram realizados em trés temperaturas: 20, 25 e 37 °C com o

objetivo de avaliar o mecanismo de supressao (estatico ou dindmico).

F

FO =1+ Key[I7] (10)
4.3.8 Calorimetria diferencial de varredura - DSC

A calorimetria diferencial de varredura foi empregada para a determinacdo da temperatura
de transicdo de fase (Tm) dos lipossomas hibridos polimérico-lipidicos e para a avaliagao da influéncia
da incorporagao de CUR e AgNPs nestes. As curvas de calorimetria foram realizadas no equipamento

de calorimetria diferencial de varredura DSC-50 Shimadzu, disponivel na Central de Analises do
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Departamento de Quimica da UFSC, utilizando atmosfera de nitrogénio, na faixa de temperatura de
10 a 100 °C a uma taxa de varredura de 2,5 °C min™! em atmosfera de argdnio (50 mL min?).

Os resultados obtidos pelo equipamento sdo fornecidos em poténcia (mW) e sdo
transformados em capacidade calorifica molar para a obtencdo dos valores de temperatura de
transicdo (Tm). Além disso, pardmetros termodinamicos envolvidos nesta transicdo, como a variagdo
de entalpia (AH), podem ser obtidos a partir do termograma, utilizando-se o Software gratuito TA
Universal Analysis. A variacdo de entalpia da transicdo (AH) é calculada a partir da drea sob o pico, a
partir da integral do calor especifico AC,, conforme demonstrado na Equacdo 11, onde Tie T sdo as

temperaturas que definem os limites de integracao.

T
AH(T) = f AC, (T) dT (11)

T;

4.3.9 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier- FTIR

A andlise de FTIR foi utilizada para verificar as modificacdes nas formulacbes a partir da
incorporacdo de F127, CUR e AgNPs aos lipossomas. As andlises foram conduzidas em um
espectrofotometro marca Shimadzu modelo IRPrestige-21, do Grupo de Estudos em Materiais
Poliméricos (Polimat/UFSC). Para tal, as amostras foram previamente liofilizadas, primeiramente
sendo congeladas em nitrogénio liquido e realizou-se a liofilizagdo em um equipamento da marca
EDWARDS Modelo Micro Modulyo por um periodo de 48 horas. As amostras liofilizadas foram
analisadas pelo modo de reflectancia total atenuada ATR. A faixa selecionada foi de 4000 a 400 cm

com 40 scans e resolucdo de 1 cm™.
4.3.10 Eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento da CUR e das AgNPs aos lipossomas hibridos foi quantificada
utilizando filtros de centrifugacdao Microcon-10KDa. Foram adicionados 500 uL das formulagdes com
concentracdes de [CUR]=100 umol L e [AgNPs]= 1,5x10"* mol L™* ao microtubo contendo o filtro e em
seguida as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 45 minutos. A solucdo que permeou o filtro
foi liofilizada e solubilizada em 1,0 mL de acetonitrila. O FS livre foi quantificado por emissdo de
fluorescéncia e as AgNPs ndo incorporadas por espectroscopia de absorcdo atdbmica em um
espectrometro de absor¢do atdbmica AAnalyst 100 (Perkin Elmer), equipado com forno de grafite HGA
800 e dispensador automatico AS-72 - as quais ainda estdo sendo quantificadas por um laboratdrio
parceiro. Os experimentos foram realizados em triplicata. Ressalta-se que durante o processo, as

amostras foram devidamente protegidas da luz ambiente.
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4.3.11 Rendimento quantico de fluorescéncia

Os valores de rendimento quantico de fluorescéncia (¢r) da CUR nas vesiculas lipossomais
foram obtidos por metodologia indireta utilizando-se como padrdo a CUR em cloroférmio
(dr=0,154%%), Os valores foram calculados a partir da Equagdo 12, onde Absp é a absorbancia do padréo
e Absgs é a absorbancia do FS no comprimento de onda de excita¢do, n é indice de refragcdo do meio,
Fp e Frs sdo respectivamente a drea do espectro de emissao de fluorescéncia do padrdoe do FSe ¢p é
o rendimento de fluorescéncia do padrao.

Absp Frg n?

— 12
br Absps Fp nfg or 12

4.3.12 Cinética de degradacao do ABDA: Rendimento Quantico de oxigénio singleto

O rendimento quantico de oxigénio singleto ($a’0;) foi determinado por meio de método
indireto usando o acido 9,10-antracenodiil-bis(metileno)dimalénico (ABDA) como sonda. O ABDA é um
derivado do antraceno que pode ser convertido em seu endoperoxido (Esquema 3) correspondente
apods reacdo com o 10,, o que pode ser acompanhado pela reduc3o na absorbancia nos comprimentos

de onda de 340, 355, 378 € 399 nm.

Esquema 3. Reac3o Diels-Alder entre o ABDA e o 10..

coo coo
ooc ooc
|OOO + 102 — > |O$|O
coo €00
coor coor
ABDA ABDA-O,

Os experimentos foram realizados em uma cubeta de quartzo (1,0 cm de caminho dptico)
contendo uma solugdo aquosa de ABDA (8,7 x 10° mol L?) e a amostra ([CUR] = 1,0 x 10°® mol L?). Para
amostras contendo lipossomas, o ABDA foi deixado em contato sob agitacdo com a amostra no escuro
por 30 minutos antes do inicio da iluminagcdo. Em experimentos de irradiacdo, a evolucdo da
fotodegradacdo do ABDA foi avaliada durante 1.400 minutos em espectrofotometro Varian Cary-60
por varredura no modo cinético. A iluminacdo foi realizada com um sistema de iluminacdo equipado
com LEDs de emissdo no azul (4,46 W m™ de irradiancia e distncia de 1,0 cm da superficie do liquido).

Como o espectrofotometro opera no modo de fase modulada, a incidéncia de luz externa ndo interfere
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nas medicdes, Figura 11. A sobreposicdo da emissdo de LED com os espectros de absor¢do da CUR nos

diferentes meios avaliados é apresentada na Figura 12.

Figura 11. Montagem do aparato 6ptico.

Figura 12. Sobreposigdo espectral da emissdo do LED azul com a absor¢do molecular das amostras (A) ACN-CUR,
(B) DPPC-F127-CUR e (C) DPPC-F127-AgNPs-CUR.
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E importante destacar que a emissdo da fonte de luz n3o afeta a absor¢do do ABDA, conforme

representado pela Figura 13.
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Figura 13. Espectro de absor¢ao do ABDA antes e ap6s a iluminagdo com LED azul.
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A cinética de fotodegradacdo foi avaliada em diferentes comprimentos de onda (A= 340 nm,
355 nm, 378 nm e 399 nm) e uma equagdo mono-exponencial de pseudo-primeira ordem foi ajustada
aos dados experimentais obtendo-se a constante de velocidade desta reacdo (kaspa). A cinética de
fotobranqueamento da CUR foi realizado no Amax de absor¢cdo em cada meio, obtendo-se assim a
constante de fotodegradacao (kes).

A fim de calcular o $al0;, uma série de equacgdes foi utilizada conforme ja descrito na
literatura.?% 2% Primeiramente, é necessario encontrar o niumero de fétons absorvidos pela CUR

durante o tempo de iluminacdo (t) por meio da Equacgao 13.

1 t ~Af
Naps = f f P.(A) (1 — 107AbsM))e~kes £} d) dt (13)
heN, Jg Uy,

onde h é a constante de Planck, c é a velocidade da luz, Na é 0 numero de Avogadro, | é a irradiancia
da fonte de luz (em mW cm™), e As e A; s30 os comprimentos de onda final e inicial, respectivamente.
Com o valor de Nags € possivel determinar a Eficiéncia Fotodinamica Quimica (ya) pela Equagdo 14 e

finalmente, o rendimento quantico de oxigénio singleto pela Equacdo 15.29% 203

Va = kagpa
A=
Nygs (14)
Standard
o sample (15)

1 —
$a 02 = Standard YA
Ya

A CUR em ACN foi utilizada como sistema padrao, apresentando ¢a'0igual a 0,11.2%
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4.3.13 Analise da viabilidade celular das formulag6es contra células cancerigenas do tipo melanoma

B16-F10

O ensaio de sulforrodamina B (SRB) foi utilizado para determinacdo da densidade celular, a
partir da medic3o do contetdo de proteina celular.?® Inicialmente, células de cancer de melanoma
B16-F10 foram plagueadas em placas de 96 pogos (5.000 células/poc¢o) por 24 h. Em seguida as células
foram pré-incubadas com formula¢des em diferentes por 15 min. A fim de avaliar a ac¢do das
formulagGes nessa linhagem de células cancerigenas todas as formula¢des foram testadas nas
concentrac¢des 50,0; 25,0; 10,0 e 5,0 umol L'* em relagdo a CUR enquanto a concentra¢do de AgNPs
iniciou em 1,0x10%, variando a 5,0x107, 2,5x10°, 1,0x10° e 5,0x10°® mol L, sendo todos os sistemas
testados com e sem iluminacdo. Para as células expostas a luz, a iluminacdo ocorreu com uma fonte
branco quente por 30 minutos (PWM80, 35 mW cm2) em cabine de seguranca bioldgica a temperatura
ambiente (25 °C), utilizando equipamento fornecido pelo Prof. Dr. Luis Carlos Malacarne (Centro de
investigacdo da Interagdo Luz-Matéria, Departamento de Fisica da Universidade Estadual de Maringa),
especificamente, parailuminacdo de placas de cultivo celular. As placas de controle foram tratadas nas
mesmas condicdes no escuro. O espectro de irradiancia da fonte de iluminacao utilizada esta disposto
no Anexo A, assim como a sobreposicdo entre as amostras estao dispostas no Anexo B.

As células foram incubadas por mais 24 horas em uma incubadora umidificada a 37 °C e
depois foram fixadas utilizando-se 100 pL de acido tricloroacético a 10% gelado por 1 hora a 4 °C. As
placas foram entdo lavadas cinco vezes com agua fria e deixadas secar durante a noite. Uma solucdo
de SRB (0,057% de SRB em 1% de 4cido acético) foi adicionada a cada pogo e incubada durante 30 min
a temperatura ambiente. As células foram entdo lavadas 4 vezes com 4cido acético a 1% e secas ao ar.
Em seguida, foram adicionados 100 plL de base Tris 10 mM (pH 10,5) para solubilizar o corante. As
placas foram agitadas suavemente durante 20 min e a absorbancia foi lida a 510 nm num leitor de
microplacas. A densidade celular foi calculada como a absorbancia percentual (% de células) em
comparag¢do com a absorbancia dos controles ndo tratados.

A densidade celular também foi analisada através de microscopia objetiva. As células coradas
com SRB, conforme descrito anteriormente, foram analisadas utilizando um Microscdépio Invertido
Olympus IX83 disponivel no Laboratdrio Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB) com taxa de

aumento de 100 vezes.
4.3.14 Permeacao ex vivo de Curcumina e Nanoparticulas de Prata

Os estudos de permeacdo ex vivo foram realizados no Laboratério de Farmacotécnica e

Cosmetologia do Departamento de Farmacia da UFSC.



41

Pele abdominal humana (espessura total), obtida de um hospital de Floriandpolis por doacdo
espontanea e anénima de pacientes durante casos de cirurgia abdominal, foi empregada para os
ensaios de permeacdo ex vivo da CUR e AgNPs a partir das diferentes formula¢Ges preparadas. O
estudo foi aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa da Universidade (ndmero CAE:
87349418.7.0000.0121).

As amostras de pele foram colocadas entre as duas camaras de vidro da célula de difusdo de
Franz, conforme a Figura 14. O fluido receptor é composto por solugao tampdo PBS de pH igual a 7,4
contendo 30% V/V de etanol a fim de manter a condicdo sink durante o experimento. Para controle
foram utilizados 2,0 mL de solu¢do de CUR (1,2 mg mL?) em propileno glicol (PG). As formulacdes e a
solucdo controle (2,0 mL) foram depositadas acima do extrato cérneo da pele em cada cdmara
doadora. Ao final de 7 horas de experimento foram retiradas amostras da cdmara receptora e da pele,
as quais foram tratadas adequadamente com acetonitrila. Por fim, as solu¢des foram quantificadas de

acordo com a curva de calibragdo fluorimétrica disponivel no Anexo G.

Figura 14. Representa¢do esquematica da célula de difusdo de Franz.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS FORMADOS
5.1.1 Andlises de DLS

Os valores de diametro hidrodinamico (DH), indice de polidispersidade (PDI) e potencial zeta
(?) dos lipossomas preparados sdo apresentados na Tabela 2, assim como a distribuicdo de didametros
encontrados para os lipossomas preparados na Figura 15.

De um modo geral, as distribuices apresentadas na Figura 15 demonstram a presenca de
uma Unica populacdo de nanoparticulas em todos os casos. A analise das amostras por distribuicdo de
intensidades possibilitaria a facil visualizagdo de particulas com tamanhos superiores, mesmo que em
minima quantidade. Isso deve ao maior espalhamento de luz atrelado a particulas com tamanhos
superiores. A reducdo na intensidade da luz espalhada é de aproximadamente um fator de 10°. Isso
implica que uma particula de 100 nm teria uma intensidade de dispersdo de luz um milhdo de vezes
menor em comparac3o com uma particula de 1.000 nm.2% Vale destacar que os lipossomas foram
obtidos apenas por sonicacdo em banho ultrassbnico sem qualquer método de uniformizacao
posterior. Além disso, as analises em DLS foram realizadas sem nenhum tipo de filtragao.

O didametro hidrodindmico médio encontrado para o lipossoma misto de DPPC-F127 estd de
acordo com o encontrado por De Freitas et al.® A partir da incorporacdo de CUR ao sistema é possivel

verificar o aumento discreto do diametro hidrodinamico, indicando a incorporac¢do de CUR ao sistema.

Tabela 2. Didmetro hidrodinamico (DH), indice de polidispersidade (PDI) e potencial zeta dos lipossomas
preparados.

Amostra DH £ DP (nm) PDI + DP Potencial Zeta T+ DP (mV)
DPPC-F127 70,34+ 0,24 0,24 +0,01 8,17 +£1,18
DPPC-F127-CUR 75,88 £ 0,59 0,25+0,01 9,31+0,24
DPPC-F127-AgNPs 120,30+ 1,01 0,24 £0,01 -2,32+0,14

DPPC-F127-AgNPs-CUR 125,90 +1,83 0,25 +0,01 -1,76 £ 0,32
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Figura 15. Distribuicdo dos diametros médios dos lipossomas formados a 25,0 °C.
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Por outro lado, a amostra DPPC-F127-AgNPs apresenta um aumento substancial no DH (~ 50
nm). Esse elevado aumento traz consigo um forte indicio da eficiente sintese in situ/incorporacdo das
AgNPs na estrutura lipossomal. A amostra completa, contendo ambos, CUR e AgNPs, apresentou
tamanho compativel com o esperado. Além disso, todas as amostras apresentaram PDI inferior a 0,30
sugerindo um sistema monodisperso.

O potencial zeta caracteriza a dupla camada elétrica sendo medido no plano de cisalhamento
entre a camada interna de ions (camada de Stern) e a camada difusa. A medida é feita em comparagdo
com um ponto no seio ou “bulk” da amostra, afastado da interface.?” A partir deste é possivel obter
informagdes sobre estabilidade, tempo de circulagdo, interagGes proteicas, permeabilidade e
biocompatibilidade das nanoparticulas. A medida do potencial zeta é influenciado pela temperatura,
viscosidade do solvente, pH, for¢a ibnica do meio e caracteristicas da superficie da nanoparticula. A
literatura trata habitualmente que formulagdes com medidas de potencial zeta entre 30 e 60 mV
indicam nanoparticulas com excelente estabilidade. Nanoparticulas com potencial zeta superiores a
+30 mV ou inferiores a -30 mV indicam formulagdes estdveis, monodispersas e sem agregados,
enquanto valores de potencial zeta em torno de + 20 mV indicam formula¢des com estabilidade de
curto prazo e por fim, valores menores de 5 mV indicam formula¢gdes que tendem a se agregar
rapidamente, ja que possuem pouca repulsdo eletrostatica entre si. No entanto, ndo é possivel avaliar
a estabilidade das nanoparticulas formadas apenas pelo valor de potencial zeta, ja que esta depende
de outras caracteristicas da formula¢do, como didmetro hidrodindmico e PDI.2%®

De acordo com a literatura lipossomas tradicionais formados por DPPC apresentam potencial

zeta em torno de -11,00 + 0,40 mV.%° Os valores encontrados para o lipossoma misto de DPPC-F127
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estdo de acordo com a literatura, apresentando potencial zeta positivo, o qual pode ser explicado pela
presenca dos grupos EO do copolimero na superficie lipossomal.'®® A incorporacdo de CUR ao sistema

1.2%°, em lipossomas formados por DPPC,

levou a um pequeno aumento no potencial zeta. Campani et a
observou valores de zeta mais negativos conforme o aumento de concentracdo de CUR no sistema
indicando com o aumento da concentragdao as moléculas passam a se acomodar parcialmente na
superficie do lipossoma, contribuindo para a carga superficial do sistema. Portanto, a pequena
variacdo da carga superficial avaliada pode ser considerado um indicativo que a maior parte das

moléculas de CUR presentes na concentracdo utilizada se encontram devidamente incorporadas na

bicamada lipidica. Assim, os resultados indicam a eficiente incorporagao passiva da CUR dada a sua

210 211

favordvel interacdo pela bicamada lipidica. Além disso, estudos experimentais*'® e computacionais
ja@ demonstraram a forte interacdo da CUR pelos Pluronic, principalmente envolvendo a regido mais
hidrofébica PPO, intercalada a bicamada lipidica. A sintese in situ/incorporacdo de AgNPs ao sistema
lipossomal mostra variacdes maiores quanto ao potencial zeta. Yusuf et al.?'? obteve valores de
potencial zeta de -30,8 mV em lipossomas formados por DPPC e colesterol. Como dito anteriormente,
a maior alteracdo no potencial zeta pode ser um indicio que as AgNPs se encontram na camada mais
externa no lipossoma, onde se encontra o copolimero F127. Vale destacar que os Pluronic® sdo capazes
de agir como agentes redutores e estabilizante das nanoparticulas metélicas.?*?

Por fim, a amostra “completa”, DPPC-F127-AgNPs-CUR apresentou potencial zeta compativel
com o anterior. Dessa forma, os resultados obtidos indicam a incorporacdo da CUR na bicamada
lipidica hibrida e a presenca de AgNPs, possivelmente alocadas mais externamente na estrutura
lipossomal, como sera melhor discutido adiante. Como ja demostrando na literatura, a presenca das
cadeias hidrofilicas PEO corroboram com a estabilidade, tornando-a superior aos lipossomas

convencionais, viabilizando a sua utilizagao.

5.1.2 Caracterizagao Espectroscopica- UV-Vis

A caracterizagdo espectroscopica da CUR e das AgNPs é essencial na avaliagdo da
incorporagdo ao sistema lipossomal. Ademais, a analise permite avaliar a presenga das espécies na
forma monomeérica, garantindo a atividade fotodinamica. Para isso, as medidas de absorgao eletronica
da CUR incorporada aos lipossomas de DPPC-F127 se encontram na Figura 16A. Adicionalmente, para
fins de comparacao, também foram registrados os espectros de absor¢do da CUR em agua ultrapura e
em DMSO. A CUR apresenta uma intensa absorcdo de luz na regido do azul do espectro
eletromagnético na faixa entre 350 e 500 nm, com um maximo de absorcdo em torno de 420-440 nm
em diferentes solventes polares.2® Em DMSO este maximo apresenta um deslocamento batocrémico

(red shift), possuindo um ombro em torno de 450 nm. A banda em 420 nm é caracteristica da forma
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enol da CUR. Em DMSO espera-se que a CUR se encontre em sua forma endlica, por conta da
transferéncia intramolecular de um 4dtomo de hidrogénio para um dos oxigénios da dicetona.®® Em
meio aquoso, a CUR possui um pico em 430 nm e um ombro em 360 nm, sendo este caracteristico da
forma ceto da molécula.?** Os solventes polares préticos, como a agua, podem interagir com o
hidrogénio do enol, rompendo a ligacdo de hidrogénio intramolecular e resultando na conversio da
forma endlica para ceto. Além disso, a baixa solubilidade da CUR em 4gua pode levar a autoagregracao,
diminuindo sua intensidade de absorc3o, fato indesejado na TFD.2** As formas ceto e enol da CUR nos
diferentes solventes avaliados pode ser mais bem visualizada nos espectros de absor¢do eletronica
normalizados (Figura 16B).

Comparando com a CUR encapsulada em lipossomas, DPPC-F127-CUR, observa-se um
maximo de absorcdo em 425 nm e um ombro em 450 nm, Figura 16A. A banda de absorcdo com
maximo em 360 nm observada em agua desaparece (Figura 16B), revelando que a interacdo entre o
fosfolipidio-CUR e copolimero-CUR diminui as interagdes entre dgua-CUR, favorecendo a forma endlica
da molécula.?®> O aumento na absorbancia da CUR incorporada ao lipossoma quando comparada a
CUR em 3gua provavelmente ocorre devido ao maior distanciamento entre as moléculas do FS e
moléculas de dgua, ja que a dgua atua como um agente supressor colisional do estado excitado.?®
Ainda, comparando o espectro da amostra DPPC-F127-CUR com o de CUR-DMSO é possivel perceber
sua semelhanca, indicando a presenca de espécie majoritariamente na forma endlica, sendo estd a
mais estavel e indicada para a TFD (absorcdo mais intensa e deslocada para maiores comprimentos de
onda). Esta semelhanca também pode indicar a incorporacdo do FS ao sistema em sua forma
monomeérica, a qual é de extrema importancia para a aplicagdo em TFD. A partir dos dados espectrais
também foi possivel estimar a absortividade molar aparente (&) da CUR incorporada, sendo igual a
49.370,00 L mol* cm™ em 425 nm. Por fim, a maior resolu¢3o vibracional do espectro em ambiente
lipossomal é um outro indicativo da incorporacao eficiente da CUR. Assim, a interacdo do cromdforo

com o solvente, especialmente os polares, tende a suprimir a sua resolucdo vibracional.?'’

Figura 16. Espectros de absorc¢3o eletrdnica da curcumina (1x10°® mol L'!) em meio aquoso, DMSO e incorporada
aos lipossomas.
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Os espectros das demais dispersdes lipossomais podem ser visualizados na Figura 17. A
sintese in situ/incorporacdo de AgNPs aos lipossomas mostrou no espectro UV-Vis uma banda de
absorc¢do plasmdnica com comprimento de onda maximo em 425 nm. Como citado anteriormente,
apos a iluminagdo, observou-se o surgimento de uma coloragdo amarelada na dispersdo lipossomal.
Essa colorac3o é atribuida a ressonancia plasménica de superficie das AgNPs.'*® Em nanoparticulas
metadlicas a banda de conducdo e a banda de valéncia se tornam muito préximas, permitindo que os
elétrons transitem livremente entre elas. O campo elétrico de uma onda que chega induz a polariza¢do
dos elétrons em relagdo ao nucleo idnico das AgNPs, causando uma oscilagdo dipolar em fase com os
elétrons (Figura 4). Quando a frequéncia do campo eletromagnético incidente se torna ressonante
com o movimento coerente dos elétrons ocorre uma forme absorcdo, dando origem a cor
observada.?'® O comprimento da banda de absorc3o plasmdnica pode ser utilizado para estimar o
tamanho de uma particula, por exemplo particulas esféricas e menores de 20 nm existem uma Unica
banda plasménica de superficie perto de 400 nm.?*® Portanto, pode-se observar que a incorporacdo
de AgNPs nos lipossomas leva a um pequeno deslocamento para comprimento de ondas maiores.
Moors et al.?’® observou comportamento semelhante para AgNPs encapsuladas em lipossomas
formados por DPPC e colesterol, atribuindo este deslocamento a diminuicdo no nimero de elétrons
livres disponiveis para ressonancia e a altera¢gdo no tamanho das particulas esféricas de AgNPs devido
a encapsulac3o. E importante ressaltar que a utilizagdo do copolimero F127 na sintese e estabilizacdo
das AgNPs ndo mostra deslocamentos significativos na banda plasmdnica.?2% 22

Por fim, para a formulagdo DPPC-F127-CUR-AgNPs verifica-se a sobreposicdo das bandas de
CUR e AgNPs com aumento no valor da intensidade de absorbancia, podendo-se visualizar ainda a
permanéncia da banda caracteristica de CUR na forma endlica conforme descrito anteriormente. Em
resumo, a caracterizagao espectroscopica das amostras contendo CUR e AgNPs mostra a eficiente
sobreposicdo espectral das bandas de absor¢do (Amax= 425 nm), assim como almejado para o

aprimoramento das propriedades fotofisicas.
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Figura 17. Espectros de absorc¢3o das dispersdes lipossomais. [CUR]= 1x10® mol L'* AgNPs 1x10™* mol L!
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Avaliou-se também os espectros de emissao de fluorescéncia da CUR em meio as dispersdes
lipossomais, conforme representado na Figura 18. A amostra DPPC-F127-AgNPs ndo apresentou

emissdo de fluorescéncia, fato atrelado a sua tendéncia em sofrer desativacdo nao radiativa.

Figura 18. Espectros de emissdo de fluorescéncia da curcumina em agua e incorporada nas dispersdes
lipossomais. [CUR]= 1x10°® mol L't AgNPs 1x10* mol L.
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Para fins de comparacao, o espectro de emissdao da CUR em agua também foi incluido. Nota-
se em meio aquoso a quase total supressao de fluorescéncia do FS. Segundo a literatura, a infima
emissdo de fluorescéncia da CUR em meio aquoso pode estar relacionada a trés processos
competitivos: (i) diminuicdo da absortividade molar; (ii) moléculas de agua atuando como agente
supressor da CUR no estado eletrénico excitado; e (iii) a formacdo de espécies autoagregadas ndo
fluorescentes da mesma.?- 222

Por outro lado, quando na presenca das dispersdes lipossomais, uma intensa emissao de
fluorescéncia foi observada, semelhante aquela obtida em diferentes solventes organicos capazes de
a solubilizar eficientemente.?”® Dessa maneira, evidencia-se a incorporacdo da CUR na forma
monomeérica aos sistemas lipossomais. Ademais, nota-se que a emissao de fluorescéncia foi similar

para as amostras lipossomais na auséncia e na presenca de AgNPs. Esse resultado indica que a

presenca das nanoparticulas metalicas ndo prejudica a incorporacao da CUR ao sistema.
5.1.3 Estabilidade

A aplicagdo de sistemas lipossomais enfrenta problemas devido a baixa estabilidade dos
lipossomas convencionais. Pesquisas indicam que a estabilidade de lipossomas convencionais é
inferior a um dia.??* Os lipossomas convencionais apresentam instabilidade termodindmica, uma vez
que a formacdo de vesiculas unilamelares sempre requer uma fonte adicional de energia, como
ultrassonicac¢3o, extrusdo, entre outros.?”® Com o decorrer do tempo, esses lipossomas tendem a se
agregar, fundir e, eventualmente, precipitar. Em um modelo simplificado, cada vesicula na dispersdo
estd associada a um excesso de energia devido a sua curvatura, sendo esse excesso de energia
proporcional ao nimero de lipossomas presentes. Assim, a cada fusdo das vesiculas, essa energia é
reduzida pela metade. Vale ressaltar que esta abordagem desconsidera a contribuicdo da entropia, a
qual favoreceria um nimero maior de vesiculas no meio. Apesar disso, € comum que a energia de
curvatura esteja na ordem de ~50 kT por vesicula, enquanto as contribuicdes de entropia sdo
geralmente da ordem de alguns poucos kT. 2%

No entanto, lipossomas hibridos poliméricos-lipidicos formados por DPPC-F127 apresentam
estabilidade de mais de 60 dias em dispersdo aquosa.® Assim, a presenca de um segundo componente
na estrutura lipossomal leva a alteragdes na curvatura lipossomal, acarretando em um aumento
significativo na estabilidade. Sendo assim, compreender a estabilidade das formulac¢des lipossomais
preparadas é crucial, uma vez que mesmo essas estruturas hibridas podem passar por processos como
fusdo, expansdo de membrana ou até mesmo ruptura ao longo do tempo. ¥’

A estabilidade do sistema foi acompanhada por DLS monitorando-se o diametro

hidrodindmico e o indice de polidispersividade, conforme representado na Figura 19.
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Figura 19. Diametro médio e PDI dos sistemas lipossomais armazenas em solugdo a 5 °C.
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A estabilidade das amostras em dispersdo aquosa foi avaliada por sete dias. Como pode ser
observado na Figura 19, apds o sétimo dia suspendeu-se a analise, pois foram observados precipitados
de prata nas amostras. Durante os sete dias de analise, nota-se a manutencdo do diametro
hidrodindmico e um discreto aumento no PDI. Como supracitado, lipossomas hibridos de DPPC-F127
mantém-se estdveis, mesmo na presenca de farmaco FS pelo menos 60 dias.?® No entanto, no
presente estudo verificou-se o efeito de agregacdo da AgNPs, possivelmente associado a fracdo de
prata que ndo se incorporou na estrutura lipossomal. Sendo assim, nesse caso avaliou-se ndo somente
a estrutura lipossomal, mas também a fracdo de AgNPs ndo incorporada (ver item 5.2 — TEM). A
agregacao de particulas em escala coloidal é usualmente explicada a luz da Teoria DLVO (Deryagin,
Landau, Verwey e Overbeek), que procura explicar a estabilidade de dispersdes coloidais.??® A teoria
se baseia no fato do potencial de interagao entre duas nanoparticulas ser governado pelo equilibrio
entre as forgas atrativas de van der Waals e as forgas eletrostdticas repulsivas atuantes entre as duplas
camadas elétricas. A existéncia de uma barreira de energia, resultante da forca repulsiva, impede a
agregacao de duas particulas durante sua aproximacgdo. Particulas que apresentam uma repulsdo
suficientemente elevada tém a capacidade de evitar a floculacdo, garantindo assim a estabilidade do
sistema coloidal. Nesse contexto, em consonancia com os dados de potencial zeta (Tabela 2) pode-se

inferir sobre a estabilidade das nanoparticulas. Assim, os valores de potencial apresentados referem-
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se ndo somente aos lipossomas, mas trazem efeitos das AgNPs ndo incorporadas, justificando os dados
de estabilidade observados.

Apesar disso, a estabilidade, mesmo nas amostras contendo prata, demostrou-se superior a
reportada para os lipossomas convencionais de DPPC obtidos por dispersao sélida e uniformizados por
extrusdo em membrana de policarbonato.??® Além disso, amostras desse tipo s3o geralmente
armazenadas no estado sélido, mediante a liofilizacdo na presenca de algum agente crioprotetor.

A liofilizagdo é de fato uma alternativa promissora para a obtengao de formulagdes no estado
solido capazes de preservar as propriedades dos medicamentos por prolongados intervalos,
especialmente para medicamentos contendo farmacos fotoativos. Nesse cenario, estudos anteriores
envolvendo os lipossomas hibridos de DPPC-F127 mostraram a eficiente manutencao da formulacao
por pelos menos 12 meses apds o congelamento em nitrogénio liquido na presenca de trealose.?3% 231
Os autores reportaram ainda que o proprio copolimero F127 corrobora na manutencdo da estrutura
lipossomal durante o rapido congelamento. No presente estudo, algumas tentativas foram realizadas
no intuito de avaliar a liofilizacdo das amostras obtidas. No entanto, devido a problemas técnicos
operacionais, ndo obtivemos éxito.

Para além da estabilidade estrutural avaliada por DLS, a estabilidade dos possiveis farmacos

também foi investigada, nesse caso por absorcdo eletrénica, Figura 20.

Figura 20. Espectros UV-Vis para estabilidade das amostras.
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Em geral, os espectros de absor¢do UV-Vis se mostram pouco alterados durante o periodo
de analise, indicando a estabilidade do encapsulamento e a estabilidade da CUR em seu estado
monomérico. E possivel verificar para as amostras DPPC-F127-AgNPs e DPPC-F127-AgNPs-CUR um
aumento de absorbancia na regidgo de 600 nm, o qual pode ser atribuido ao aumento de AgNPs ndo
encapsuladas e a precipitacdo de prata no sistema.*® Nota-se também um aumento no espalhamento

na regiao abaixo de 400 nm, mais uma vez, indicando a presencga de particulas maiores no meio.

600
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5.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

A avaliacdo da morfologia das vesiculas lipossomais foi realizada a partir da microscopia
eletronica de transmissdao (MET). De acordo com a Figura 21 a formulacdo DPPC-F127 mostrou
vesiculas esféricas de baixa polidispersidade, conforme os dados de espalhamento de luz. A formacdo
de lipossomas hibridos de DPPC-F127 pode ser visualizada a partir de duas regides distintas nas
imagens: uma regido interna densa e escura, que corresponde a bicamada lipidica. A presenca de uma
segunda regido em volta da primeira, mais clara e brilhante, corresponde a presenca do polimero F127
revestindo-a (blocos PEO), que de acordo com a metodologia empregada tem seu bloco PPO

intercalado aos fosfolipidios na bicamada.®®

Figura 21. Microscopia eletronica de transmissdo de vesiculas de DPPC-F127
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Aincorporacgdo de CUR ao sistema, DPPC-F127-CUR (Figura 22B), pode ser visualizada a partir
de um escurecimento na regido da bicamada lipidica, indicando sua incorporagdo na regido hidrofébica

do lipossoma.
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Figura 22. Microscopia eletronica de transmissdo para as diferentes formulagdes lipossomais (A) DPPC-F127 (B)
DPPC—F127—C_UR Q) DPP(_I F127 AgPS_(D DPF27gNPSCUR

A Figura 22C mostra informacgGes importantes sobre a incorporacdo de AgNPs ao sistema.
Como pode-se visualizar na imagem de microscopia, as AgNPs ndo estdo totalmente incorporadas ao
lipossoma. No entanto, na Figura 22D é possivel visualizar a predominancia de AgNPs em torno da
regido onde o copolimero F127 se localiza, indicando que as cadeias do copolimero atuam na
estabilizacdo das AgNPs formadas. Nesse cendrio, algumas alternativas experimentais foram
conduzidas com o intuito de obter um melhor desempenho naincorporagao das AgNPs aos lipossomas.
Para isso, optou-se por avaliar o efeito da adigdo prévia tanto do precursor da prata (AgNOs) como o
agente redutor (Nas3CsHsOy7), durante a formacgdo do filme fino. Contudo, a baixa solubilidade dos sais
nos solventes utilizados (cloroférmio e metanol), levou a prejuizos na obtenc¢do do filme fino e,
portanto, dos lipossomas. Diante disso, optou-se por manter a adi¢do passiva dos sais (aos lipossomas
previamente formados). Foi nesse momento, inclusive, que as amostras obtidas foram consideradas
vidveis para a aplicacdo direcionada ao melanoma, visto que, as AgNPs livres (ndo incorporadas aos
lipossomas) ndo teriam impacto negativo como em uma aplicacdo endovenosa.

A andlise de tamanhos das AgNPs foi realizada a partir da Figura 23, estando demonstrada
na Figura 23B. O didmetro médio encontrado para as AgNPs foi de 33,14 + 7,1 nm, o qual esta de

acordo com a colorac¢3o obtida para sua sintese.?!8
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Figura 23. Imagens de microscopia de transmissdo da amostra DPPC-F127-AgNPs; (B) Distribui¢cdo de tamanhos
obtida por meio das imagens de microscopia.
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A partir do didmetro médio das AgNPs foi possivel estimar a concentracdo dos AgNPs
sintetizados pelo método descrito por Mariam et al.?*? Para tanto, assumiu-se que as AgNPs obtidas
apresentavam forma esférica, assim o nimero de atomos de prata por nanoparticula (N) foi calculado
considerando que a razdo de volume do dtomo de prata para AgNPs é 74,1% na estrutura cubica. O
raio do dtomo de prata é 0,144 nm, e, portanto, seu volume igual a 0,0125 nm3. Dessa maneira, para
a AgNPs com didmetro de “d” nm (estimado por TEM), seu volume serd dado por (r/6) d® nm3. Assim,
T3

. . . 74.1
0 numero de atomos de prata em cada AgNPs seria igual a ——x— ,
100" 6 0,0125

que de forma

simplificada pode ser representado por 31d3.

A concentrag¢do molar (C) de prata foi determinada dividindo o nimero total de &tomos de
prata (Nwotal) €equivalente a quantidade inicial de sal de prata adicionado, pelo nimero médio de 4&tomos
de prata por nanoparticula (N) de acordo com a Equacdo 16, onde V é o volume (L) e Na é nimero de

Avogadro. Supde-se que a reducdo de Ag* foi completa.

N
C= total

- 16
NVN, (16)

Como resultado obteve-se que cada AgNPs seria formada por aproximadamente 1x10°

atomos de prata e a concentracdo de AgNPs no meio igual a 1x10"%° mol L.
5.3 DETERMINACAO DA CONSTANTE DE LIGACAO (KB) DA CURCUMINA COM OS LIPOSSOMAS

Os parametros de ligacdo relacionados a interacdo entre CUR e os lipossomas foram
analisados através do experimento de constante de ligacdo (Kb) nas temperaturas de 20, 25 e 37 °C.

As leituras foram analisadas através da titulacdo de uma solu¢do de CUR em dgua [CUR]= 1,0x10® mol
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L't com uma dispers3o lipossomal de lipossomas hibridos DPPC-F127 e lipossomas hibridos contendo
nanoparticulas de prata DPPC-F127-AgNPs.

A CUR em agua exibe baixa intensidade de fluorescéncia com pico maximo em torno de 550
nm, conforme apresentado e discutido na Figura 18. Ja foi demonstrado que o coeficiente de parti¢do
(Kp) da curcumina varia de 2,3 a 3,2 e, a temperatura ambiente e pH neutro, ela é essencialmente
insoltvel em dgua.?® A partir da titulagdo com dispers3o lipossomal é possivel visualizar um aumento
gradativo na intensidade de emissdao da CUR. Em geral, a medida que a concentra¢do de DPPC-F127
aumenta, a sua interacdo com o FS induz um efeito de desagregacao, justificando o aumento em sua
intensidade de emissdo. Além disso, nota-se que o aumento na emissdo é acompanhado por um
deslocamento de seu comprimento de onda maximo para regiées de menores comprimentos de onda,
configurando um deslocamento hipsocromico (“blue shift”), conforme pode-se visualizar na Figura
24A. Diante disso, pode-se afirmar que os estados eletronicos da CUR, principalmente o estado
excitado, foram desestabilizados no novo meio, jd que a transicdo ocorre agora em uma faixa de maior
energia. Este comportamento com o aumento da concentracdo de dispersao lipossomal sugere que a
CUR na presenca de lipossomas se desloca para um ambiente apolar, provavelmente se ligando a
regides hidrofébicas do lipossoma.?3* 23>

O mesmo comportamento é observado quando ocorre a adicdo de lipossomas contendo
AgNPs, no entanto o aumento na intensidade de emissdo é menor do que quando sdo adicionados
apenas lipossomas de DPPC-F127. A interacdo de moléculas fluorescentes com nanoparticulas
metadlicas pode levar a um aumento ou extingdo da fluorescéncia, dependendo da distancia que existe
entre a molécula e a superficie metdlica, Figura 25A.%% Estudos mostram que a intera¢do de AgNPs
com CUR leva a uma diminuicdo da fluorescéncia, que ocorre através de dois mecanismos.

Esta extingdo pode ocorrer de maneira estdtica, através do mecanismo de extingdo de
fluorescéncia devido a formagdo de complexos. Em geral, durante a extingdo da fluorescéncia, um
fluoréforo pode formar um complexo estdvel com outra molécula extintora e, nesse caso, quando o
estado fundamental é n3o fluorescente, o fluoréforo é extinto estaticamente.?®® Este processo
também pode ocorrer de maneira dinamica, através da supressdo colisional. Neste caso ocorre a
desativacdo da fluorescéncia do estado excitado por colisdo do fluoréforo com o agente supressor
durante o tempo de vida do estado excitado. Apds o contato entre ambos, o fluoréforo regressa ao
estado fundamental sem qualquer alteracdo quimica das moléculas envolvidas.?*® Malaeb et al.?*’
reportaram que a interacao entre AgNPs e CUR ocorre a partir de uma combinagao entre estes dois
mecanismos.

Para melhor avaliar os dados, a intensidade de emissao da CUR em seu comprimento de onda

maximo foi plotada em funcdo da concentracdo de DPPC no meio (Figura 24B e Figura 25B).
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Figura 24. A) Espectros de emissdo de fluorescéncia para a titulagdo com dispersdo lipossomal DPPC-F127 de
[CUR]=1,0x10® mol L em 4gua. B) Intensidade de emissdo no comprimento de onda de Amax=495 nm nas
temperaturas de 20, 25 e 37°C.
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Figura 25. A) Espectros de emissdo de fluorescéncia para a titulagdo com dispersao lipossomal DPPC-F127-AgNPs
de [CUR]=1,0x10"® mol L* em 4gua. B) Intensidade de emissdo no comprimento de onda de Amax=495 nm nas
temperaturas de 20, 25 e 37°C.
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Nas Figura 24B e Figura 25B é possivel visualizar que a saturagdo foi atingida mais
rapidamente na temperatura de 37°C, enquanto nas temperaturas 20 e 25°C ndo aparenta ter sido
completamente atingida. Esse comportamento indica que com o aumento da temperatura a
incorporacdo da CUR a bicamada lipidica parece ser mais favoravel. Vale destacar que ao aumentar a
temperatura, as cadeias fosfolipidicas tonam-se mais fluidas até que a transicdo de fase, Tm, seja
atingida. Para a obtencdo da constante de ligacdo entre os lipossomas e a CUR os dados no
comprimento de onda maximo de Amax=495 nm foram tratados através de duas equacgdes a fim de

comparacao.
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Inicialmente os dados foram ajustados em relacdo a Equacdo 17, equacao tradicional para a

determinac3o dos pardmetros de ligacdo em relacdo as mudancas de fluorescéncia.?3®

— FO + Fcomplex Kb [L]

1+ K, [L] 17)

Na qual Fo é a florescéncia da CUR sem a presenca de lipossomas, F a fluorescéncia a partir
da adigdo de lipossomas, Feomplex € 0 Valor de saturagdo, Kb a constante de ligagdo e [L] a concentragao
de lipossomas no meio.

Além disso, foram analisados os valores de constante de ligacdo através da equacgdo

modificada para a aplicagdo em lipossomas, Equacgdo 18:

Fr —F,
(m“)

F=Fy+ (18)

Na qual F é a intensidade de fluorescéncia, Fr é a fluorescéncia do FS ligado as vesiculas de
DPPC, Fo é a fluorescéncia do corante na auséncia de vesiculas DPPC, [S] é a concentracdo de
fosfolipidio (DPPC), N é o numero maximo de moléculas do FS por vesicula de DPPC, o qual foi mantido
fixoem 1, e CL é a concentracdo de DPPC livre (ndo agregado). O valor de CL utilizado aqui foi 0,46x10"
® mol L' para todos os ajustes, conforme descrito por Avanti® Polar Lipids, Inc.

Os valores obtidos para a Equacdo 17 e 18 encontram-se na Tabela 3. Para os lipossomas de
DPPC-F127 os valores obtidos a partir da Equagao 17 e 18 mostram-se iguais, no entanto para os
lipossomas DPPC-F127-AgNPs os valores obtidos para cada equagdo sao diferentes.

Os valores de R? mostram que os lipossomas de DPPC-F127 se ajustam melhor as equacdes
aplicadas do que os lipossomas contendo AgNPs, podendo indicar algum tipo especifico de interacdo
entre CUR e AgNPs no sistema, influenciando em sua ligagdo/incorporacédo ao sistema. De modo geral
os valores de Kb aumentam na presenca de AgNPs, apontando para uma interacao favoravel entre as
AgNPs e a CUR a qual influencia sua ligacdo com os lipossomas. De fato, estudos ja mostraram a
interacdo entre CUR e AgNPs, sendo a CUR utilizada tanto na sintese quanto estabilizacdo de AgNPs.?*°
Assim, este resultado é particularmente interessante para a aplicacdo em TFD, pois a presenca de
AgNPs favorece a ligacdo do FS com a bicamada lipidica do lipossoma, possivelmente aumentando a
quantidade de CUR incorporada ao sistema. No que se refere a presenca do copolimero na obtencdo
de lipossomas hibridos, comparando com a literatura, Bhattarai et al.23® investigou a interacdo entre
CUR e lipossomas convencionais formados por DPPC e colesterol, obtendo a 25 °C uma constante de
ligacdo de 0,63x10™* L mol™. No presente estudo, os valores obtidos de Kb para lipossomas contendo

F127 é significativamente superior do que em lipossomas convencionais, este valor é esperado pois a
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interacdo da CUR com as vesiculas é intensificada na presenca do polimero, resultando em maiores

valores de Kb.2%0

Tabela 3. Constantes de ligagdo da CUR (Kb) com os lipossomas hibridos de DPPC-F127 e lipossomas hibridos
contendo nanoparticulas de prata DPPC-F127-AgNPs e coeficientes de correlacdo (R?) para as temperaturas de

20, 25 e 37°C.
Equagao 17 Equagao 18

Formulagio T (°C) (m;b ) N R? (mz:o 1) N R?
20 729,6 £122,0 - 0,993 729,6 +122,0 1 0,993
DPPC-F127 25 796,5 + 182,6 - 0,985 796,5 +182,6 1 0,985
37 5782,5 + 646,6 - 0,980 5703,1+1377,8 1 0,980
20 1524,6 + 297,2 - 0,981 1814,9 + 296,2 1 0,983
DPPC-F127-AgNPs 25 1914,8 + 351,8 - 0,979 2354,3 + 409,9 1 0,976
37 6857,5 +954,5 - 0,970 7985,3 £1234,0 1 0,962

A fim de entender a interagao entre CUR e os lipossomas, a constante de ligacdo avaliada em

diferentes temperaturas permite a obteng¢do dos parametros termodindmicos para entender a forga

responsavel pela interacdo entre a CUR e os lipossomas. A energia livre de Gibbs foi estimada nas

diferentes temperaturas a partir da Equacdo 19:

AG° = —RTInK,

(19)

A fim de determinar a variagdo na entalpia padrdo (AH°) e na entropia padrao (AS°), aplicou-

se a equacdo de van’t Hoff?3 partir da Equacio 20, estando dispostos no Anexo C:

Os dados obtidos a partir das Equacgées 19 e 20 estdo descritos na Tabela 4.

—AH° 1

anb =

AS°

R

+
T

R

(20)
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Tabela 4. Constantes de ligagdo (Kb) e pardmetros termodindamicos associados para a interagdo da CUR com
lipossomas de DPPC-F127 e DPPC-F127-AgNPs.

Equacao 17 Equagao 18
(] 0
Formulagdo T K -AG° -AH° (JA::OI' A3 -AG° -AH° (JAnsz'
¢ (°C) (L mol?) (Y moll) (J mol?) 1) (L mol?) (J mol?) (J mol?) 1y
729,6 £ 729,6 £
20 122.0 16.067,6 122,0 16.067,6
796,5 796,5
DPPC-F127 25 182,6 16.559,1 98.022,1 387,2 182,6 16.559,1 97.365,2 384,9
5782,5 % 5703,1%
37 646,6 22.337,2 1377.8 22.301,6
1524,6 + 1814,9 +
20 2972 17.863,8 296,2 18.288,6
1914,8 + 2354,3 £
DPPC-F127-AgNPs 25 3518 18.733,3 69.401,9 296,8 409,9 19.245,5 67.993,5 293,6
6857,5 7985,3 £
37 9545 22.776,9 12340 23.169,5

Em todas as temperaturas os valores para a variacdo da energia livre de Gibbs padrao AG°
foram negativas, mostrando a espontaneidade do processo de ligacdo da CUR ao sistema lipossomal.
Os valores para os sistemas DPPC-F127 e DPPC-F127-AgNPs foram parecidos, se mostrando um pouco
mais negativo para o sistema contendo AgNPs, principalmente a 20 e 25°C em que as maiores
diferencas em Kb foram observadas. Os valores obtidos para AH° mostram que o processo de interacao
entre CUR e os lipossomas acontece de maneira exotérmica. Os valores obtidos em mddulo para AH°
foram maiores que os obtidos para AG®, o qual concorda com a transferéncia da CUR do meio aquoso
para a bicamada lipidica do lipossoma, indicando uma associagdo estavel entre a CUR e o sistema
lipossomal. Este valor negativo de AH° apoia a existéncia de liga¢des de hidrogénio entre a CUR e o
lipossoma. Visualiza-se também que a presen¢a de AgNPs no sistema torna o processo menos
exotérmico. Além disso, os valores obtidos para AS° foram positivos, indicando novamente a
espontaneidade da ligagdo CUR-lipossoma. Assim, os valores obtidos de AH< 0, AS>0, e |AH| >|-TAS|
indicam que a interacdo entre CUR e lipossoma é espontanea e é dirigida tanto por mudancas
entdlpicas como entrdpicas. Estudos sugerem que este tipo de comportamento é consistente com a

formac3o de ligacdes de hidrogénio sendo a maior for¢a para as intera¢des formadas. 238 24

5.4 ESTUDOS DE SUPRESSAO DE FLUORESCENCIA: AJUSTES DE STERN-VOLMER (Ksy)

A constante de Stern-Volmer (Ksy) permite estimar a localizagdo do FS no sistema lipossomal,
assim foram realizados experimentos de supressdo de fluorescéncia utilizando o ion iodeto (I') como
sonda, tornando possivel analisar a proximidade do FS com o meio aquoso. O ion iodeto atua como
um agente supressor aquo-soltvel e através da Equacgdo de Stern-Volmer (Equagdo 10) é possivel

analisar o processo de supressao de fluorescéncia.
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Inicialmente, analisou a supressao de lipossomas formados por DPPC-F127-CUR a partir de
adicBes sucessivas de aliquotas de KI (1 mol L) em trés temperaturas distintas: 20, 25 e 37°C. Em todas
as temperaturas analisadas pode-se observar uma supressdo de fluorescéncia a partir da adigdo de K,
conforme demonstrado na Figura 26A. Os espectros de emissdo obtidos foram ajustados a Equacdo de

Stern-Volmer, conforme Figura 26B, assim como as equag¢des no Anexo D.

Figura 26. A) Espectros de emissdo de fluorescéncia da amostra DPPC-F127-CUR com adi¢Ges de aliquotas de
solucdo de Kl (1,0 mol L) a 20 °C; B) Plots de Stern-Volmer para as temperaturas de 20, 25 e 37°C.
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De acordo com a teoria de Stern-Volmer é esperado que o plot Fo/F apresente um
comportamento linear dependente da concentracdo do supressor, no entanto isso ndo ocorre em
diversos casos. Em algumas situagdes, a existéncia simultanea dos mecanismos de supressao estatico
e dindmico levam a perfis ndo lineares.?*? Uma outra possibilidade é a existéncia de mais de uma
populacdo de fluoréforo, as quais apresentam acessibilidades diferentes ao supressor, o plot Fo/F
apresentara um comportamento nao linear. Este comportamento é comum para sistemas lipossomais,
indicando que o FS se localiza em diferentes locais da bicamada lipidica.?** 2%

Os resultados obtidos para a constante de supressao Ksy estdo apresentados na Tabela 5. Os
valores de Ksy indicam que a CUR esta mais sensivel a supressdo causada pelo ion iodeto a 20°C. Nessa
temperatura, apenas um valor de Ksy foi determinado, indicando que as moléculas de CUR alocam-se
majoritariamente na mesma regido da estrutura lipossomal. Além disso, dada a possibilidade de
supressao, é possivel inferir que a parte cromofdrica da molécula do FS esta situada em uma regido
externa da bicamada lipidica, possivelmente nas proximidades da cabega polar do fosfolipidio. De fato,
estudos anteriores demostraram a interacdo da CUR por vesiculas de DMPC (1,2-dimiristoil-sn-glicero-
3-fosfocolina - 14:0 PC), cuja cabecga polar é a mesmo do DPPC (16:0 PC), diferindo apenas pelo
tamanho da cadeia carbénica.?®® No estudo realizado por intermédio do RMN de estado sélido,
comprovou-se que a curcumina tem um forte efeito na estrutura da membrana em baixas

concentragdes (< 0,5 mol%), tal como no presente estudo. A CUR se insere na membrana em uma
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orientacdo transbicamada, ancorada por ligacdo de hidrogénio ao grupo fosfato dos lipidios de
maneira analoga ao colesterol. Como o colesterol, a CUR induz ordenacao segmentar na membrana,
Figura 27. Em concentrag¢Ges mais elevadas (> 1 mol%), a CUR oligomeriza na membrana, reduzindo a

sua espessura e capacidade molecular.

Figura 27. Representagdo da bicamada lipidica na auséncia e na presenca da curcumina (em baixas

i
ccced s

<0,50 mol%
Curcumina

Fonte: Adaptado a partir de Barry et al.24>

Com o aumento da temperatura, observa-se que esta supressdao diminui gradativamente.
Tanto a 25 °C como a 37 °C foram obtidos dois valores de Ksy, conforme demonstrado na Tabela 5, em
qgue o Ksy: se refere a fracdo das moléculas que permaneceram alocadas nas proximidades da cabega
polar. Por outro lado, Ksv> refere-se a parcela das moléculas que melhor de internalizaram na bicamada
lipidica, estando menos expostas ao supressor. Principalmente a 37 °C, o fosfolipideo DPPC se encontra
mais préximo de sua temperatura de transi¢do (Tm=41 °C), permitindo que as moléculas de CUR se
internalizem melhor na bicamada lipidica. Assim, os resultados obtidos indicam o afastamento do
grupo cromoférico em relagdo a cabega polar, particionando-se para a regido de maior
hidrofobicidade. Ressalta-se que os dados de Ksy estdo de acordo com os dados de constante de ligagdo
previamente apresentados. Uma observacdo interessante refere-se aos valores de Ksyz, que a 25 °C ou
a 37 °C sdo iguais dentro do erro, indicando que a populagdo mais internamente alocada da CUR se

encontra na mesma regido da bicamada em ambas as condi¢des de temperatura.

Tabela 5. Constante de Stern-Volmer para a amostra DPPC-F127-CUR apds supressao de fluorescéncia com o ion
iodeto.

Temperatura (°C) Ksv1 Ksv2
20 15,29+ 0,30 .
25 13,56 + 0,38 2,45 0,50

37 11,55 +0,98 2,62 +£0,58
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Os valores de Ksy em diferentes temperaturas também permitem a analise dos mecanismos
de interacdo entre o FS e o0 agente supressor. Os mecanismos de supressao dindmica apresentam um
aumento com a temperatura, devido a um aumento de colisdes entre o fluoréforo e o agente
supressor. Ja a supressdao estatica diminui com o aumento da temperatura devido a reducdo da
estabilidade dos complexos no estado fundamental entre o supressor e o fluoréforo. Como pode-se
observar na Tabela 5 com o aumento da temperatura o valor de Ksy1 se torna menor, indicando que a
supressdo de fluorescéncia ocorre através de um mecanismo estatico.?*®

Para a titulacdo do sistema contendo AgNPs, DPPC-F127-AgNPs-CUR, observou-se um
comportamento diferente para a titulagdo com KI 1 mol L%, conforme pode-se visualizar na Figura 28A.
Inicialmente ocorre um aumento na fluorescéncia do sistema e, a partir de certa concentracdo do
supressor, inicia-se de fato a supressdao de fluorescéncia. As AgNPs sdo agentes supressores de

fluorescéncia conhecidos?¥’

e podem realizar interacdes com o ion iodeto I'. Estudos mostraram que a
interagao entre AgNPs e I, formando nanoparticulas de prata e iodeto, onde o iodeto forma uma
camada na superficie das AgNPs.2*® Além disso, a formacdo de Agl é termodinamicamente favoravel,
permitindo que os ions iodeto reajam com os dtomos de prata e se dissociem da nano estrutura.?*® Por
fim, ainda existe a possibilidade que nem todos os ions Ag*tenham se reduzido a Ag® durante a sintese,
novamente formando Agl, o qual é insoltivel no meio. Este comportamento vai de encontro aos dados
de TEM previamente apresentados, mostrando as AgNPs ndo incorporadas aos lipossomas atuam
inicialmente como supressores. Em tese, a interacdo inicial dos ions iodeto com as AgNPs ou mesmo
com a Ag" livre, explicaria o aumento na intensidade de emissdo inicial da CUR incorporada, seja pela
interacdo I'/AgNPs ou pela formacdo de Agl. Por conta disso, os plots de Stern-Volmer foram

considerados apenas a partir do inicio do decaimento de fluorescéncia, considerando a fluorescéncia

maxima como Fo, disposto na Figura 28B.

Figura 28. A) Fluorescéncia da amostra DPPC-F127-AgNPs-CUR em 475 nm para as adi¢gdes de aliquotas de

solugcdo de Kl (1,0 mol L?); B) Plots de Stern-Volmer para as temperaturas de 20, 25 e 37 °C.
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Os calculos para Ksy foram realizados conforme Anexo E e estdo dispostos na Tabela 6. Os
valores obtidos para Ksy em todas as temperaturas foram menores que os obtidos para o sistema DPPC-
F127-CUR, indicando que a presenca de AgNPs no sistema impede a entrada do supressor na bicamada
lipidica, estando de acordo com as imagens obtidas por TEM, onde as AgNPs se localizam em volta da

1.0 obteve um resultado

bicamada lipidica devido a presenca do copolimero F127. Baydoun et a
contrario analisando a interacdo entre CUR e AgNPs em lipossomas de DMPC, onde a presencga de
AgNPs causou uma maior abertura na bicamada lipidica, indicando maior contato entre a CUR e agua.
No entanto, a 25 °C a constante de Ksy mostrou comportamento diferente daquele observado nas
temperaturas 20 e 37 °C, ndo permitindo que se analise o mecanismo de supressao. Vale destacar que

os experimentos foram repetidos e o mesmo perfil foi verificado.

Tabela 6. Constante de Stern-Volmer para a amostra DPPC-F127-AgNPs-CUR apds supressdo de fluorescéncia
com o ion iodeto

Temperatura (°C) Ksv1 Ksv2
20 1,34 £ 0,06 1,74+ 0,14
25 6,52 +0,34 6,17 £0,21
37 1,09 + 0,08 0,71+ 0,05

Em situacGes nas quais ndo se pode determinar o mecanismo de supressao pela variacdo de
temperatura, tem-se como alternativa a determina¢do do tempo de vida de fluorescéncia (1) do
fluoréforo. Assim, mecanismos de supressao estatico ndo afetam o valor de t. Por outro lado, um
mecanismo de supress3do dindmico seria representado pela diminui¢do de T:.?*? Diante disso, foram
realizados ensaios almejando a determinagdo de T para a CUR utilizando-se o equipamento disponivel
no LACFI. Infelizmente, dado o curto tempo de vida de fluorescéncia da CUR (< 1 ns, conforme
determinado por Priyadarsini®?), e longo tempo de decaimento da fonte de iluminac¢do, n3o se obteve
éxito na medida.

Em resumo, os resultados confirmam a presenca da CUR internalizada nos lipossomas. Além

disso, a presenca das AgNPs parece favorecer a internalizacdo da CUR nas vesiculas lipossomais.
5.5 ANALISE DA TEMPERATURA DE TRANSICAO DE FASE DOS SISTEMAS

A temperatura de transicdo de fase dos sistemas foi analisada a partir da calorimetria
diferencial de varredura (DSC). As amostras utilizadas foram previamente liofilizadas, sem a utilizacdo
de crioprotetor. Como descrito na revisdo da literatura, lipossomas podem apresentar-se em duas
fases termodinamicas distintas: estado gel, o qual corresponde a fase sdlida e o estado cristal-liquido,
que corresponde a fase fluida, sendo que a transicdo entre estas duas fases é descrita pela

temperatura de transicdo de fase (Tm). A literatura traz que lipossomas constituidos por DPPC puro
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apresentam uma pré-transicdo de fase (T,) em torno de 36,5 °C, enquanto a transi¢ao principal ocorre

em 42,3 °C, conforme demonstrado na Figura 29.2%2

Figura 29. Calorimetria diferencial de varredura - DSC para os lipossomas de DPPC convencional obtido a partir
da referéncia®>?
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A Figura 30 compara os termogramas de DSC para as formulacdes preparadas e liofilizadas.
Para os lipossomas de DPPC puro, é possivel verificar a ocorréncia de um evento endotérmico entre
64,0-75,0 °C. Essa T, corresponde a uma porcentagem de 5% de agua, sendo equivalente ao DPPC-
dihidratado, o qual apresenta um Unico evento em torno de 72 °C. Os lipossomas de DPPC puros foram
preparados a partir da metodologia de dispersdo sélida, a mesma utilizada para a preparacao de
lipossomas hibridos, sendo estes congelados rapidamente em nitrogénio liquido e liofilizados. A
presenca deste evento e a auséncia do evento associado a transi¢do de fase indica a desestruturacdo
da bicamada lipidica durante a liofilizacdo. Para o termograma relativo ao copolimero F127 puro,
Figura 30, ocorre a presenga de um Unico evento entre 46,0-58,0 °C, compactuando com a temperatura
de fusdo (Tm) de 51 °C que a literatura nos fornece. >3

Para os lipossomas hibridos de DPPC-F127 verifica-se a presenca de dois eventos (Tabela 7),
um que ocorre inicialmente entre 42,0-56,0 °C e um segundo evento em 68,0-76,0 °C. O pico entre
42,0-56,0 °C se mostra alargado, indicando a combinac¢do da Tn, de transicdo de fase do lipossoma com
a Tm de fusdo do polimero F127. Apesar da desestabilizacdo e ndo homogeneidade do sistema é
possivel verificar a interagdo entre DPPC e F127 neste evento. Além disso, um outro aspecto que pode
ser destacado é a manutengao da bicamada lipidica, evidenciado pela presenc¢a da T, mesmo apds o
congelamento e liofilizagdo na auséncia de agente crioprotetor. Isso se deve a presenga do copolimero
F127, que além de atuar como um estabilizador dos lipossomas em dispersdao aquosa, também
corrobora na manutencgao da estrutura lipossomal quando exposta a condi¢des extremas, capazes de

254 para concentracdes

desestabilizar os lipossomas convencionais. De acordo com Chen et al.
pequenas de F127 a incorporacdo na bicamada lipidica acontece como espacadores, fazendo com que
a energia de Van der Waals entre as cadeias hidrocarbonicas do lipidio diminua. Como resultado, a

cadeira hidrocarbonica pode ser perturbada mais facilmente pela energia térmica e a fase cristal
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liqguido pode ser atingida com menor temperatura e menor delta H. Conforme disposto na Tabela 7
para os lipossomas de DPPC puro este evento possui AH= 69,3 J g%, enquanto para os lipossomas
mistos de DPPC-F127 o AH encontrado foi de 31,7 J g?, indicando a interacdo favordvel entre o

fosfolipidio e o copolimero na bicamada.

Figura 30. Calorimetria diferencial de varredura - DSC para as formulagdes preparadas neste trabalho.
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Conforme a Figura 31 a Tr, da CUR acontece em 175 °C, acima da temperatura analisada. A
incorporagao de CUR nos lipossomas hibridos causa um alargamento dos eventos. O primeiro evento
ocorre entre 32,0-55,0 °C, tendo um AH=46,5 ] g e 0 segundo evento 61,0-74,0 °C, com AH=39,0) g’
!, Novamente o AH encontrado para ambos os eventos foi menor, indicando a interacdo entre os

compostos.
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Figura 31. Termograma da CUR pura.
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Fonte: Adaptado de Sayyar et al.255

Para a formulacdo contendo AgNPs, Figura 30, ndo houve mudanca significativa quando
comparada a formulacdo de DPPC-F127, apresentando um evento alargado entre 37,0-55,0 °C, com
AH de 20,2 J g e um segundo evento entre 63,5-74,0 °C com AH de 35,9 J g. Bothun apresentou
valores semelhantes para lipossomas de DPPC-AgNPs, a temperatura de transi¢ao principal, Tm, Nndo
apresentou mudangas significativas. No entanto, a temperatura de pré-transicdo se deslocou para
menores temperaturas com o aumento da concentragao de AgNPs. Isto pode justificar o alargamento
do primeiro evento, ja que a temperatura de pré-transicdo n3o pode ser observada separadamente.?®®

Por fim para a formulagdo de lipossomas hibridos contendo AgNPs e CUR é possivel verificar
um desdobramento no primeiro evento que ocorre entre 45,0-56,0 °C, com maximos em 51,0 e 53,0
°C, indicando maior heterogeneidade do sistema ja que agora tem-se as interagdes entre quatro
componentes no sistema. Assim, a separagdo pode estar associada aos diferentes dominios

encontrados na estrutura lipossomal. O segundo evento entre 60,5-76,0 °C também se comporta

muito similarmente ao DPPC puro, possuindo AH de 69,5 J g1

Tabela 7. Andlises térmicas para as diferentes formulacées liofilizadas.

Formulag¢io 12 evento (°C) AH(Jg?) 22 evento (°C) AH (Jg?)
DPPC 61,0-75,0 69,3 - -
F127 47,0-56,5 105,8 - -
DPPC-F127 42,0-56,0 19,5 68,0-76,0 31,7
DPC-F127-CUR 32,0-55,0 46,5 61,0-74,0 39,0
DPPC-F127-AgNPs 37,0-55,0 20,2 63,5-74,0 35,9

DPPC-F127-AgNPs-CUR 45,0-56,0 23,8 60,5-76,0 69,5
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Em suma, os resultados obtidos apontam para a manutencdo da estrutura lipossomal hibrida
mediante a liofilizacdo. Além disso, indicam a interagao existente entre os constituintes da formulacao
e o papel preponderante do copolimero F127 na estabilizacdo da estrutura lipossomal ndo somente

em dispersdo aquosa, mas também no estado sdélido liofilizado.
5.6 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER- FTIR

Os resultados reportados no item anterior apontam para a interacdo existente entre as
espécies presentes na formulacdo. Nesse sentido, a espectroscopia FTIR foi utilizada para analisar os
efeitos da incorporacdo de F127, AgNPs e CUR em lipossomas de DPPC.

Conforme pode-se visualizar na Figura 32 o fosfolipidio de DPPC puro possui duas bandas
caracteristicas em 2914 e 2847 cm’, as quais correspondem respectivamente as vibracdes
antissimétricas e simétricas dos grupos CH,. A banda em 1729 cm™ é caracteristica do estiramento do
grupo C=0 e a banda dupla do alongamento antissimétrico de PO, em 1225-1240 cm™*.%7

Para o espectro do copolimero F127 podem ser observadas bandas em 1321 e 1364 cm™?,
gue correspondem as vibracdes oscilantes dos grupos CH,, enquanto as vibra¢des de torcdo deste
mesmo grupo ocorrem em 1239 e 1278 cm™. As vibracdes de alongamento C-O-C fornecem trés
bandas principais em 1059, 1096 e 1140 cm™, sendo que por fim as bandas em 941 e 960 cm™ sdo
atribuidas as vibragoes de balango de CH.. Esses valores estdo de acordo com estudos ja realizados na
literatura.?*®

No espectro para a formulagdo DPPC-F127 ndo ha nenhum deslocamento significativo no
numero de onda para as bandas caracteristicas de DPPC, este resultado indica que ndo ha nenhuma
mudanca estrutural significativa para a incorporacao de F127 na bicamada lipidica, ndo afetando sua
estrutura. E necessario ressaltar, no entanto, que as analises de DSC indicaram uma desestabilizacio
das vesiculas formadas durante a liofilizagdo, podendo ser a causa de nao se verificar interagdo entre

DPPC e F127 nas analises de FTIR. Pode-se perceber uma menor intensidade de transmitancia, devido

a concentragdo utilizada para a preparac¢do de lipossomas.
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Figura 32. Espectros de FTIR para DPPC, F127 e para a formula¢do DPPC-F127.
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Para o espectro FTIR da CUR, Figura 33, a banda em 3504 cm™ corresponde a vibracdo de
estiramento do O-H ligado ao hidrogénio presente na curcumina. A frequéncia C-C do anel aromatico
conjugado é obtida em 1627 cm™. As bandas em 1456 e 1427 cm™ correspondem as vibracdes de
estiramento aromatico do anel benzénico. A banda caracteristica intensa em 1505 cm™ corresponde
a vibracdo de estiramento da carbonila conjugada (C=0). A banda centrada em 1598 cm™ origina-se da
vibrac3do de estiramento do carbono de ligacdo dupla, enquanto as bandas centradas em 1276 cm™t e
centradas em 1154 cm™ originam-se das vibragbes de estiramento das liga¢des Csp-O e Cqp3-O,
respectivamente.?®

No entanto, a incorpora¢do de CUR e AgNPs aos lipossomas de DPPC-F127 ndo mostra
nenhuma alteracgdo significativa nos espectros, sendo que todos permanecem semelhantes ao de DPPC

puro. Demetzos et al.?°

ao estudar a entrega concomitante de doxorrubicina e cisplatina através de
nanoparticulas termossensiveis a base de lipossomas de DPPC-PEG também nao observaram nenhuma
mudanga ou aparecimento de novos sinais nos espectros FTIR, indicando auséncia de interagdes entre

fosfolipidios e farmacos.
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Figura 33. Espectros FTIR para CUR e para as formulagdes DPPC-127; DPPC-127-CUR; DPPC-127-AgNPs e DPPC-
127-AgNPsCUR.
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Tendo em vista os resultados obtidos, é valido salientar que as concentracées de F127, CUR
e AgNPs sdo muito pequenas quando comparadas a concentracdo de DPPC, fato esse que pode estar

dificultando as observacdes de possiveis interacdes pela técnica em questao.
5.7 EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO

A investigacdo acerca da capacidade de incorporacdo de farmacos em sistemas de
carreamento é de grande importancia no avanco de novas formulagdes. A eficacia terapéutica da
formulagdo estd diretamente ligada a quantidade do farmaco que serd direcionada ao tecido-alvo.
Nesse sentido, diversas estratégias sao utilizadas a fim de aprimorar a eficiéncia de encapsulamento
de farmacos em sistemas lipossomais, entre elas pode-se citar a evapora¢do em fase reversa, a
utilizacdo de ciclos de congelamento e descongelamento e a desidratacdo/reidratacdo de vesiculas
vazias pré-formadas. 25!

Devido as caracteristicas da sintese de AgNPs, a CUR foi incorporada ao sistema lipossomal
através da incorporac¢do passiva, uma metodologia simples que apresentou 6timos resultados para
este sistema. As amostras liofilizadas e solubilizadas em acetonitrila foram analisadas por
fluorescéncia, sendo que sua absorcdo no comprimento de onda maximo de Asionm foi analisada
conforme a curva de calibragdo disponivel no Anexo F.

As formulagdes de DPPC-F127-CUR e DPPC-F127-AgNPs apresentaram eficiéncia de

encapsulamento superior a 99% em relagdo a CUR, conforme Tabela 8, concordando com os dados de

constante de ligacao que indicam alta interagdo entre o sistema lipossomal e o FS. Destaca-se aqui que
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os ensaios de eficiéncia de encapsulamento foram conduzidos a uma concentracdo de 1x10“mol L*
de CUR e de AgNPs. Esse cuidado foi tomado a fim de garantir que os potenciais farmacos estariam

devidamente incorporados nas amostras enviadas para os ensaios in vitro (ltem 5.9).

Tabela 8. Eficiéncia de encapsulamento da CUR no sistema lipossomal.
Eficiéncia de encapsulamento

Amostra CUR (% * DP)
DPPC-F127-CUR 99,40 £ 0,70
DPPC-F127-AgNPs-CUR 99,90+ 0,01

A eficiéncia de encapsulamento das AgNPs no sistema estd sendo analisada por

espectroscopia de absor¢do atémica de forno de grafite por um laboratério parceiro.

5.8 PROPRIEDADES FOTOFISICAS

5.8.1 Cinética de degrada¢ao do ABDA: Rendimento Quantico de oxigénio singleto e Rendimento

quantico de fluorescéncia

O desenvolvimento de novas formulacdes para a aplicacdo em TFD necessitam por fim da
quantificacdo de 0, gerado pelo sistema. Esta quantificacdo pode ser realizada diretamente a partir
da avaliacdo da cinética de decaimento fosforescente no infravermelho préximo, o que requer
equipamento especializado e de dificil acesso.'®

Uma opc3o alternativa para esta anélise consiste na detec¢do do oxigénio singleto (10,) por
meio da abordagem indireta, utilizando sondas de deteccdo. Essas sondas sdo reagentes que, ao
reagirem com o oxigénio singleto, passam por modificacGes em suas caracteristicas espectroscdpicas.
Na literatura, algumas sondas sdo frequentemente empregadas, tais como o acido Urico, o ABDA, o
1,3-Difenil-isobenzofurano (DPBF) e vérios derivados do antraceno.?®? Cada sonda possui propriedades
distintas em relacdo a deteccdo de 10,, exigindo uma anélise prévia para sua sele¢do adequada. O
DPBF, apesar de insoluvel em agua, exibe alta sensibilidade ao *05; no entanto, ele também reage com
outras espécies reativas de oxigénio que podem estar presentes no meio. O acido Urico, por sua vez,
ndao demonstra sensibilidade a espécie reativa de oxigénio e pode levar a desativagdo do estado
tripleto de alguns FS. Por fim, o ABDA, embora apresente sensibilidade em torno de apenas 2%, é
seletivo em relacdo ao '0; e é sollvel em dgua, sua reacdo com 0, ja foi demonstrada na Esquema
3.125, 262

As cinéticas para a interacdo entre ABDA e as formulag¢des, assim como para o padrdao CUR-
ACN, foram acompanhas através de UV-Vis, conforme demonstrado na Figura 34. Como pode-se
visualizar, na presenca de luz (LED azul) ocorre diminui¢do da intensidade de absorbancia para a CUR

(A=418 nm em ACN e A= 425 nm para as formulagées DPPC-F127-CUR e DPPC-F127-AgNPs-CUR), assim
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como para as bandas correspondentes ao ABDA, as quais ocorrem nos comprimentos de onda de 340,
355, 378 e 399 nm. A diminuicdo na intensidade de absorcdo da CUR estd associada ao seu processo
de fotobranqueamento, geralmente minimizado quando os FS sdo devidamente incorporados em
sistemas de drug delivery. No caso do ABDA, a diminui¢cdo da intensidade de absorbancia para os
comprimentos de onda maximo correspondentes, indicam sua intera¢do com o 0, e a formacgdo de

seu endoperdxido.

Figura 34. Cinéticas na presenca de luz para a analise da sonda ABDA com A) CUR-ACN B) DPPC-F127-CUR e C)
DPPC-F127-AgNPs-CUR.
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A eficicia da aplicacdo das formulacdes na TFD depende diretamente da gerac3do de '0; e,
portanto, os rendimentos foram determinados e estdo apresentados na Tabela 9. Também seguem
listadas as constantes de velocidade kes e kaspa, além do NUmero de fétons absorvidos (Nabs) e Eficiéncia
Fotodindmica Quimica (ya).

Tabela 9. Pardmetros cinéticos e fotofisicos obtidos por meio da rea¢do entre o 102 e 0 ABDA. [CUR] =1,0 x 10°®
mol L'}; pH 7,4 e 25,0 °C.

Kagpa Krs Pabs Nabs
Amostra ya $al02
(103 min) (102minY) (W) (einstein)
CUR-ACN 4,3 6,0 0,105 74,3 5,78 0,11*
DPPC-F127-CUR 0,4 3,0 0,050 10,1 39,60 0,75
DPPC-F127-AgNPs-CUR 1,2 1,9 0,045 11,3 106,2 2,02

* valor obtido a partir da referéncia Chignell et al. 204
Amax (Kagoa)= 355 nm
Amax (Krs)= 418 ou 425 nm

Como esperado, a CUR em ACN apresenta o menor rendimento quantico de oxigénio singleto
dos sistemas analisados. Isto acontece pois em solventes organicos e com ilumina¢do CUR sofre
fotodegradacdo rapidamente, gerando produtos que sd3o menos eficazes para a producio de 10,.2%

Utilizando como padrdo a CUR em ACN os valores de ¢A'0, para CUR nos sistemas
lipossomais apresentam incrementos significativos. O maior rendimento de $A'0, neste caso estd

relacionado a incorporagdo do FS no interior da bicamada lipidica e por consequéncia, sua proteg¢do. A

500
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protecdo da CUR no interior da bicamada lipidica é também evidenciada pela diminuicao nos valores
de Krs em relacdo a ACN. Além disso, verifica-se que a presenca das AgNPs torna o valor de Keg ainda
menor, estando de acordo com os dados de Ksy que apontam para a incorpora¢do da CUR mais
internamente quando na presencga das nanoparticulas metalicas.

Ainda, a combinacdo AgNPs-CUR mostra um consideravel incremento quando comparado ao
sistema lipossomal contendo apenas CUR. Este fato é associado ao almejado efeito ME'O,, metal-
enhanced singlet oxygen effect, neste caso tornando o $pA0, superior a 1, dada a transferéncia de
elétrons. Conforme ja discutido na revisdo da literatura este efeito é observado quando a energia da
excitacdo da ressonancia plasmonica da nanoparticula metélica é semelhante a diferenca entre a
energia dos orbitais HOMO-LUMO do FS. Assim, o acoplamento ressonante se tona mais eficiente,
favorecendo a migracdo de elétrons “quentes” das AgNPs para as moléculas de CUR.?%3 A eficiente
sobreposicdo dos espectros de absorcdo da CUR e das AgNPs é um fator limitante na observacao do
efeito MEO. Esse efeito ja foi relatado na literatura em um estudo envolvendo a incorporacao de CUR
e AgNPs em complexos polieletroliticos de quitosana e sulfato de condroitina.?®* Contudo, no estudo
em questdo, o $pA'0, observado foi de 0,14, estando discretamente superior ao observado em ACN.
No presente estudo, por outro lado, o aumento foi expressivamente elevado, estando relacionado a
eficiente formulagdo das espécies, monomerizacdo, interacdo e sobreposicao espectral.

O rendimento quantico de fluorescéncia das amostras também foi determinado a partir da

Equacdo 12 e os valores estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Rendimento quantico de fluorescéncia (¢r) para a CUR encapsulada em lipossomas revestidos
constituidos por DPPC e F127. [CUR]= 1,0x10® mol L.

Amostra lol3
CUR-Cloroférmio 0,154*
DPPC-F127-CUR 0,034
DPPC-F127-AgNPs-CUR 0,018

*Valor obtido a partir da referéncia 201

E bem conhecido que a formacdo de oxigénio singleto compete com a emissdo de
fluorescéncia, portanto moléculas altamente fluorescentes ndo seriam eficientes para TFD. O baixo
valor do rendimento quantico de fluorescéncia no lipossoma de DPPC-F127-CUR indica que a maioria
dos estados excitados da CUR, mesmo no lipossoma, ndo decai por processo radiativo. 2> Além disso,
a combinacdo AgNPs-CUR mostra menor rendimento quantico de fluorescéncia, devido as interagcGes
as quais ja foram discutidas anteriormente (Tdpicos 5.3 e 5.4). Por fim, os valores obtidos para o
rendimento quantico de fluorescéncia foram correspondentes aos obtidos para o rendimento quantico

de oxigénio singleto, onde o sistema com o menor valor de ¢ apresentou o melhor valor de $A0,.
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5.9 ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR DAS FORMULAGOES CONTRA CELULAS CANCERIGENAS
DO TIPO MELANOMA B16-F10

As células utilizadas para a andlise de viabilidade celular foram células de melanoma do tipo
B16-F10, a viabilidade celular foi avaliada através do ensaio de sulforrodamina B (SRB) e através de
anadlises de microscopia dptica. Os resultados de viabilidade celular estdo dispostos na Figura 35 e

Figura 36.

Figura 35. Viabilidade celular das diferentes formulagdes lipossomais contra as células cancerigenas do tipo
melanoma B16-F10.
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A primeira observagdo necessdria sobre a viabilidade celular é que nos experimentos
realizados na auséncia de iluminagdo “no escuro”, Figura 35A, nenhuma das formulagdes testadas
apresentou efeitos citotoxicos significativos para as células cancerigenas B16-F10 (viabilidade celular>
70%). Além disso, dentro do erro experimental, todas as amostras tiveram resultados similares. Vale
destacar que a literatura ja traz estudos para o uso de CUR lipossomal em células B16-F10. Karewicz et
al.267 utilizando lipossomas contendo CUR estabilizados por derivados de quitosana obteve resultados
de citotoxicidade aumentada em relacdo a linhagem celular de cancer B16F10, enquanto nenhum
efeito negativo significativo foi observado nas células NIH3T3 normais.

Nos experimentos envolvendo a iluminagdo, Figura 35B, a formulagdo “branca” contendo
apenas as vesiculas de DPPC/F127 ndo apresentou efeito citotdxico para a linhagem celular avaliada.
A amostra de DPPC/F127/AgNPs mostrou citotoxidade compativel a observada no escuro. No entanto,
para as amostras contendo CUR quando ocorre a iluminagao do sistema a viabilidade celular diminui
drasticamente.

A citotoxicidade nas células B16-F10 para a concentracdo de 50 umol L com irradia¢do
durante 30 minutos chegou a ~70% para DPPC-F127-CUR e ~88% para DPPC-F127-CUR-AgNPs, no

entanto para DPPC-F127-AgNPs foi de aproximadamente ~25%. A CUR livre também foi avaliada,
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mostrando uma citotoxicidade de aproximadamente ~70% na concentra¢do 50 umol L. No entanto é
necessario ressaltar a presenca de DMSO no sistema tem relagao com efeitos citotoxicos dependentes
da porcentagem do solvente, rapida eliminagdo da circulagdo, baixa permeabilidade, além de ndo
garantir a entrega seletiva tal como o sistema lipossomal, sendo, portanto, invidvel. A partir destes
dados foram calculados os valores de concentracgdo inibitéria média (ICso) para as formula¢des DPPC-
F127-CUR, DPPC-F127-CUR-AgNPs e para o padrdao CUR-DMSO (Tabela 11). Para o restante das
formulagGes e para o controle na auséncia de luz ndo foi possivel realizar o calculo pois ndo se atingiu
a inibicdo de 50%.

Tabela 11. A¢do fotodinamica com os valores de concentragdo citotoxica de 50% das células obtidas a partir do
ajuste de dados ndo linear.

Formulagdo ICso (umol L?)
DPPC-F127-CUR 24,71
DPPC-F127- AgNPs- CUR 18,14
CUR-DMSO 10,94

Conforme o esperado, a formulagdo que apresenta a combina¢do de CUR e AgNPs possui
maior inibicdo, necessitando de menor concentragdo para atingir a inibicdo de 50% das células
cancerigenas. Esse resultado esta de acordo com a hipétese do trabalho, possibilitando a utilizacdo da
CUR em menores doses e potencializando os seus efeitos fotodindmicos pela combinagdo com as
AgNPs.

Asimagens obtidas por microscopia dptica, Figura 36 mostram visualmente os dados obtidos,
onde a viabilidade celular diminui de maneira drastica para as formula¢des DPPC-F127- AgNPs- CUR e

DPPC-F127-CUR ap6és a incidéncia de luz.
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Figura 36. Imagens de microscopia para as diferentes formulagdes na presenca e auséncia de luz.
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A maioria das pesquisas atuais sobre a atividade anticancerigena da CUR combinada com TFD
concentrou-se em experimentos in vitro e em modelos animais, sendo que o mecanismo de morte
celular pode ser explicado devido a uma combinacdo de fatores.?®® Os efeitos da CUR nas mitocondrias
estdo ligados a geracao de EROs, levando ao estresse oxidativos. A CUR combinada com TFD poderia
aumentar o acumulo de espécies reativas de oxigénio nas células cancerigenas e induzir a apoptose
celular. Este resultado foi confirmado em uma variedade de células cancerigenas, como células HN de

269 e células de melanoma maligno humano A357.27°

carcinoma espinocelular oral humano

Além disso a combinagdo de CUR e TFD pode afetar o ciclo celular, de forma a induzir a
apoptose celular, bloqueando o ciclo celular e regulando o nivel de express3o da ciclina.?’* A apoptose,
um processo de morte celular programada, é essencialmente influenciada pela CUR em conjunto com
TFD. A ativagdo de caspases, como caspase-3, caspase-8 e caspase-9, é observada, resultando na
inducdo da apoptose celular endégena e exdgena.?’? Em células de cancer renal, a CUR combinada
com TFD inibe a via de sinalizagdo AKT-mTOR, reduzindo Bcl-2 e aumentando Bax, promovendo assim
a apoptose. Esses efeitos foram corroborados em células de melanoma humano A375.272 Em resumo,

a CUR em conjunto com TFD regula diversas vias de apoptose, proporcionando um potencial impacto

anticancer.
5.10 PERMEACAO EX VIVO DE CURCUMINA E NANOPARTICULAS DE PRATA

O tratamento tépico de melanoma possui diversas vantagens em relagdao a outras vias de

administracdo de farmacos, sendo minimamente invasivo, facilita a aplicacdo, possui perfis
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farmacocinéticos uniformes e apresenta melhor biodisponibilidade, evitando o metabolismo pré-
sistémico.?’* Ainda, a epiderme pode reter farmacos administrados topicamente, limitando a
disseminacdo do mesmo. Esta propriedade pode reduzir efeitos colaterais em tecidos saudaveis e
ainda beneficiar o tratamento do melanoma, uma vez que a epiderme é o principal sitio das lesdes.?

Os experimentos de permeacao ex vivo tiveram como objetivo quantificar a permeacdo da
CUR e AgNPs em pele abdominal humana a partir das formula¢des preparadas. A CUR apresenta baixa
absorcdo na pele e baixa solubilidade em meio aquoso, sendo necessario o uso de solubilizadores
farmacéuticos (Propileno glicol-PG e Etanol-EtOH) a fim de manter a condigdo sink do sistema. Foram
realizados dois experimentos em duplicatas, os quais apresentaram valores de quantificacdo
estatisticamente diferentes e por isso, optou-se em discuti-los separadamente. Esta diferenca pode
ocorrer devido a diversos fatores, como as amostras de pele possuirem caracteristicas de permeacao
diferente aos farmacos ou diferenca no preparo das amostras. Para eliminar esse entrave, um terceiro
experimento serd realizado de acordo com a disponibilidade de nossos parceiros.

Osvalores de intensidade de fluorescéncia obtidos para o Experimento 1 foram quantificados
a partir da curva de calibracdo de CUR em ACN, disponivel no Anexo G. Os valores obtidos para o
Experimento 2 estdo dispostos no Anexo H e apesar de apresentarem valores menores para a
quantificacdo de CUR apresentam a mesma tendencia do Experimento 1.

De acordo com a Figura 37 a incorporacao de CUR nos sistemas lipossomais de DPPC-F127 e
DPPC-F127-AgNPs mostrou aumento na retengdo de CUR pela derme e epiderme quando comparados
ao padrdo CUR em PG. Pode-se verificar que a maior quantidade de CUR fica retida na epiderme, tendo
menor concentracdo na derme. Asolucdo retirada da cdmera receptora, apds ser devidamente tratada
com acetonitrila, ndo apresentou fluorescéncia, indicando que a CUR nao atravessou a pele.

O aumento da retengdo de CUR na pele através da incorporagao em sistemas lipidicos vem
sendo estudada. As vesiculas, quando aplicadas na pele, fundem-se com as membranas celulares
lipidicas das células do estrato corneo (camada mais exterior da epiderme) devido a sua semelhanca
estrutural com os lipidios da pele. Além disso, a carga superficial dos lipossomas possui um papel
importante na interacdo com a membrana celular, a qual é negativamente carregada.?’® Fadel et al. ?7°
a partir de estudos de permeacao in vivo mostrou que nanoparticulas lipidicas peguiladas aumentam
a permeacdo e retencdo de CUR na pele e ainda, analisou que a aplica¢do de luz ndo afetou a deposicdo
de CUR nas camadas de pele. Etossomas (transportadores lipidicos compostos por etanol, fosfolipidios
e dgua) revestidos por acido hialurénico foram investigados para a encapsula¢do de CUR por Zhang et
al.?’” Os lipossomas revestidos apresentaram retencdo de CUR quatro vezes maior na pele quando
comparado a CUR em PG.

Para a derme a quantificacdo da CUR obteve valores de 234,66 + 34,70 ng g* para CUR em
PG. Quando encapsulada em lipossomas de DPPC-F127 o valor foi de 2.526,45 + 960,64 ng g2,
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indicando que a interacao do sistema lipossomal com a pele facilita a permeacao através da epiderme.
Por fim a andlise para o sistema formado por DPPC-F127-AgNPs forneceu valores de 5.318,15 +
2.863,58 ng g, indicando que a intera¢do entre CUR-AgNPs facilita a permeacdo da CUR através da
epiderme. Para a quantificacdo na epiderme a CUR em PG obteve-se uma média de 1.177,38 £ 1,99 ng
g, sendo que este valor aumenta com a incorporac¢do de CUR no sistema lipossomal DPPC-F127 para
31.554,81 + 1.294,45 ng g?, mostrando um aumento significativo de retencdo da CUR devido as
interacGes do fosfolipidio com a epiderme. Por fim, para o sistema formado por DPPC-F127-AgNPs-
CUR obteve-se um valor préximo 33.141,85 + 5.973,11 ng g%, indicando que a presenca de AgNPs n3o

altera significativamente a interagdo entre o lipossoma e a epiderme.

Figura 37. Quantidade de CUR em permeada por grama de pele (ng g'!) através da pele humana na epiderme e
derme. Os valores sdo representados como média = DP (n = 2).
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6 CONCLUSAO

No presente trabalho foram utilizados lipossomas hibridos polimérico-lipidicos para
encapsular CUR e AgNPs. O sistema lipossomal formado a partir da combinacdao de DPPC e do
copolimero F127 foi preparado com sucesso a partir da metodologia de dispersao sdlida seguida de
sonicagdo. A sintese de AgNPs foi realizada de maneira rapida e eficaz, a partir da metodologia de
reducdo do sal de prata pelo citrato de sédio e fotoinducao UV em condicdo ambiente de temperatura.
No entanto ndo se mostraram completamente incorporadas aos lipossomas através de analises
realizadas por TEM.

A eficiéncia de encapsulacdo para CUR ficou em torno de 99%, sendo ainda necessario a
andlise em relacdo as AgNPs. As analises espectroscépicas sugeriram a internalizacdo da CUR no
sistema lipossomal em sua forma monomérica, ideal para aplicagdo em TFD. Nos ensaios de DSC foi
possivel verificar as transicées dos lipossomas DPPC-F127 e que a incorporac¢do de CUR e AgNPs nao
altera significativamente sua temperatura de transicdo. Os estudos fotofisicos mostraram um alto
rendimento quantico de oxigénio singleto para o sistema DPPC-F127-AgNPs-CUR, conforme o
proposto através do efeito metal-enhanced singlet oxygen generation. Sendo este efeito também
observado através de analises de viabilidade celular em células de melanoma B16-F10, onde a
formulacdo DPPC-F127-CUR mostrou diminuicdo de viabilidade celular, a qual foi aumentada a partir
da incorporacdo de AgNPs no sistema DPPC-F127-CUR. Nas analises de permeacdo a incorporacdo de
CUR ao sistema lipossomal mostrou aumento de retengdo tanto na derme quanto epiderme, sendo
gue a concentragdo na derme é ainda superior na presenca de AgNPs.

Por fim, os dados apresentados respaldam a hipétese de que a incorporacdo da CUR em um
sistema lipossomal polimérico-lipidico, combinada com doses de luz visivel na presenca de AgNPs,
exibe um potencial terapéutico aprimorado. Esses resultados ressaltam a importancia da Terapia

Fotodindmica e sua relevante eficdcia na abordagem do tratamento do melanoma maligno.
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ANEXOS

Anexo A. Espectro de emissdo- Fonte de luz teste bioldgico.
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Anexo B. Sobreposicdo espectro de emissdo fonte de luz branca e formulagdes A) DPPC-F17-CUR B)DPPC-F127-AgNPs-CUR
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Anexo C. Aplicacdo da Equagdo de van’t Hoff.

In Kb

In Kb

Eq. de van't Hoff- DPPC-F127-AgNPs Eq. 1

Eq. de van't Hoff- DPPC-F127-AgNPs Eq. 2
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Anexo D. Equagdo de Stern-Volmer aplicada a DPPC-F127-CUR.
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Anexo F. Curva de calibragdo de curcumina em acetonitrila no comprimento de onda de 510 nm.
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Anexo G. Curva de Calibragdo de CUR em ACN em 510 nm.
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Anexo H. Quantificagdo de CUR para o Exp. 2 de permeagdo
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