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RESUMO

A incidéncia de infecgdes cutaneas causadas por agentes bacterianos resistentes ao
tratamento convencional com antibidticos tornou-se um grande problema de salde
publica. Algumas abordagens terapéuticas alternativas tém sido propostas, dentre elas a
terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) e hipertermia magnética (HM). A aPDT
envolve a geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) por meio da combinagédo de
luz, oxigénio molecular e um agente fotossensibilizador (FS), e a HM promove o aumento
da temperatura de uma regido anatdmica submetendo  nanoparticulas
superparamagnéticas de 6xido de ferro (SPIONPs) a um campo magnético alternado
(CMA). O FS de escolha para este estudo foi a curcumina (CUR), muito usado em aPDT,
porém tem a fotoavidade fortemente afetada em meios aquosos devido a tendéncia a
agregacdo. Visando evitar isto, além de promover a melhoria da administracdo da CUR e
a combinacao de aPDT e HM num Gnico material foi proposto neste trabalho a sintese de
conjugados SPIONP-curcumina (Magh-CUR), assim como a sua avaliagdo em aPDT e
HM contra Staphylococcus aureus em fase planctonica. Este material magnético foi
preparado por uma metodologia de coprecipitacdo alcalina seguida por uma etapa de
conjugacdo com a CUR. Os conjugados foram caracterizados por difracdo de raios X,
microscopia eletronica de transmisséo, potencial zeta, espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier, termogravimetria, magnetometria e ensaios de HM. Os
resultados evidenciaram que as nanoparticulas de Magh-CUR obtidas apresentaram
morfologia esferoidal e tamanho médio de ~ 15 nm e que a conjugacao de CUR se da por
interacOes fracas e por ligagcdes entre o grupo ceto- enol da CUR com os ions de ferro
presentes na superficie das SPIONPs. Além disso, os conjugados apresentaram poder de
aquecimento sob CMA e acdo fotodindmica quando irradiados com luz de LEDs azul.
Nos experimentos microbiolégicos de aPDT foi demonstrado que o conjugado consegue
promover reducio total da carga bacteriana numa dose de luz de 3,12 J.cm™. Os ensaios
de liberag&o in vitro dos conjugados evidenciaram que a liberacdo de CUR foi dependente
da temperatura. Desta forma, os conjugados Magh-CUR se mostraram promissores para
aplicacdes biologicas, pois permitem associar a aPDT com HM e nanocarreamento da

CUR num mesmo sistema.

Palavras-Chave: oxido de ferro; curcumina; fotoquimioterapia;, termoterapia;

Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

The incidence of cutaneous infections caused by bacteria resistant to conventional
antibiotic treatment has become a major public health problem. Some alternative
therapeutic approaches have been proposed, among them antimicrobial photodynamic
therapy (aPDT) and magnetic hyperthermia (MH). The aPDT involves the generation of
reactive oxygen species (ROS) by using the combination of light, molecular oxygen and
a photosensitizing agent (PS), and MH promotes temperature increase of an anatomic
region by subjecting superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONPs) to an
alternating magnetic field (AMF). The PS of choice for this study was curcumin (CUR),
widely used in aPDT, but still has its photoactivity strongly affected in aqueous media
due to the tendency of aggregation. In order to solve this problem and to promote the
improvement of the administration of CUR, we propose the combination of CUR and
SPIONPs of maghemite in a single material. Therefore, the objective of this work was to
synthesize a SPIONPs-curcumin conjugate (Magh-CUR) and, mediated by the aPDT, to
evaluate it against Staphylococcus aureus in the planktonic phase. This magnetic material
was prepared by an alkaline coprecipitation method followed by a conjugation step with
CUR. The conjugates were characterized by X-ray diffraction, electron transmission
microscopy, zeta potential, infrared spectroscopy with Fourier transform,
thermogravimetry, magnetometry, MH assays. The characterizations showed that the
Magh-CUR had spheroid forms with sizes of ~ 15 nm and the conjugation was due to
strong interactions between the CUR keto-enol group and the iron ions on the surface of
the SPIONPs. In addition, the conjugates showed high heating power under CMA and
photodynamic action when irradiated with blue LEDs light. In the microbiological
experiments of aPDT it was shown that the conjugate can promote total reduction of the
bacterial load in a low dose of light. The in vitro release assays of the conjugates showed
that the release of CUR was dependent on temperature. In this way, the Magh-CUR
conjugates are interesting materials for biological applications, since they allow to

associate the aPDT with MH and drug delivery of the CUR in the same material.

Keywords: iron oxide; curcumin; photochemotherapy; thermotherapy; Staphylococcus

aureus.
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1.1 Introducéo

As infeccdes bacterianas voltaram a ser consideradas um grave problema de saude
em todo 0 mundo, uma vez que o tratamento convencional a base de antibiéticos é cada
vez mais ineficaz, causando internacgdes prolongadas e altas taxas de mortalidade. Isto se
deve ao aparecimento e disseminacdo de cepas bacterianas resistentes a multiplas classes
de antibio6ticos.! Em 2004, estimou-se que mais de 70% das cepas bacterianas patogénicas
isoladas eram resistentes a pelo menos um dos antibidticos dentre aqueles disponiveis

para o tratamento clinico.?

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos pode ser classificada como intrinseca e
extrinseca. A resisténcia intrinseca é uma capacidade natural que as bactérias possuem de
evoluir geneticamente para suprimir o mecanismo de agao especifico dos antibidticos.® A
resisténcia extrinseca ou adquirida ocorre por causa das respostas adaptativas da bactéria
frente a exposicdo aos antibidticos, devido as alteracBes estruturais e/ou bioquimicas

relacionadas a alteragGes genéticas cromossémicas ou extracromossdmicas (plasmidios).®

A exposicdo frequente e continua dos microrganismos aos antibioticos, geralmente
relacionada com a automedicacéo, prescricdo médica inadequada e uso exacerbado destas
substancias nas praticas agricolas e pecuéria (prevencdo de doengas e promocdo de

crescimento rapido) intensificou este fenémeno.*

Atualmente, a Staphylococcus aureus é uma das bactérias resistentes a multiplos
farmacos de maior relevancia clinica. Ela é responsavel pela maioria das infeccdes de
pele e tecidos moles (p. ex. celulite, Ulceras infectadas e feridas), bacteremia, abscessos,
pneumonia, osteomielite, meningite, endocardite e sepse.® Esta espécie Gram-positiva faz
parte da microbiota de aproximadamente 20 a 40% da populacdo, uma vez que é capaz
de colonizar a mucosa nasal humana de forma assintomatica.® As infecgdes causadas pela
S. aureus ocorrem quando as barreiras cutdneas e mucosas sdo rompidas como

consequéncia de feridas, condicBes cronicas da pele ou intervencdes cirdrgicas.> ©

As infecgbes causadas por S. aureus foram consideradas trataveis com a introducao
da penicilina, primeiro antibiético introduzido na pratica médica em 1941, porém o
entusiasmo nao durou muito, pois em 1953 houve 0s primeiros registros de surtos de S.
aureus resistente a penicilina em ambiente hospitalar. Esta espécie também conseguiu
desenvolver resisténcia a outros antibidticos introduzidos apds o insucesso da penicilina,

como meticilina, oxacilina e vancomicina.” 8
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O preocupante panorama desencadeado pela resisténcia microbiana é ainda mais
agravado pela diminuigdo significativa de investimento em pesquisas de novos agentes
antimicrobianos pela industria farmacéutica, tendo em vista que novas classes de

antibidticos ndo sdo introduzidas no mercado ha mais de 30 anos.*

A Organizacao Mundial da Saiude (OMS) publicou um relatorio sobre a vigilancia
global da resisténcia microbiana aos antibiéticos em 2014, alertando para o fato de que
muito em breve a humanidade viverd uma “era pods-antibiotica” caso nenhuma agao
coordenada e urgente for realizada em nivel global.® Em 2015, o relatério de O'Neill 1°
estimou que até 2050 o mundo atingira a marca alarmante de 10 milhdes de mortes anuais
ocasionadas por infecgdes microbianas, com maior risco de mortalidade para os paises

emergentes, como o Brasil, Russia, india, China e Africa do Sul.

A busca por tratamentos nao-antibio6ticos para eliminar microrganismos resistentes
deve ser considerada como altamente prioritaria pela comunidade cientifica e estas
abordagens devem ser capazes de superar a atual conjuntura da resisténcia microbiana
sem fomentar novos mecanismos de resisténcia. Nesse sentido, pode-se destacar a terapia
fotodindmica e a hipertermia magnética, ambas consideradas promissoras como novas

abordagens terapéuticas.
1.2 Terapia Fotodinamica

1.2.1 Aspectos historicos

A utilizacdo da luz para fins terapéuticos surgiu ha milhares de anos em civilizacdes
antigas da India, Egito e China. Ha cerca de 4000 anos, 0s egipcios ja combinavam banhos
de sol e a utilizacdo de plantas, que continham psoralenos, para o tratamento de doengas
como o vitiligo.!! Na histdria recente da medicina, a primeira mencdo bem-sucedida do
uso de luz para o tratamento de doenca foi feita por Niels Finsen no final do século XIX,
quando usou a radiacdo luminosa para tratar um tipo de tuberculose cutanea chamada
Lupus vulgaris. Por conta desta contribuicdo ele foi laureado com o Prémio Nobel de

Fisiologia e Medicina em 1903.2

A combinagédo de um agente fotossensibilizador e luz foi realizada pela primeira
vez em 1900, quando o estudante de medicina Oscar Raab percebeu que a irradiacdo do
Paramecium caudatum impregnado com o corante de acridina promovia a morte desse
microrganismo. Mais tarde, VVon Trappeiner, o professor de Oscar, realizou estudos com

luz e o corante eosina para tratar lesdes de cancer de pele.'* Em 1907 Von Trappeiner e
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JodIbauer demonstraram que o0 oxigénio também era um elemento imprescindivel para
alcangar os efeitos observados e assim cunharam o termo “acio fotodindmica”.*® Houve
outros trabalhos com resultados positivos, porém ndo despertaram interesse da
comunidade cientifica na época, principalmente apds a introducdo dos antibioticos na
década de 1940.1> 14

Em meados do século XX, ocorreram avangos na descoberta e sintese de novos
fotossensibilizadores porfirinicos. Na década de 1970, Thomas Dougherty utilizou um
derivado de hematoporfirina em estudos clinicos pioneiros, nos quais 98% dos tumores
tratados apresentaram reducdo com a terapia fotodindmica.® Isto provocou uma
percepcao muito positiva por parte da comunidade cientifica e impulsionou rapidamente
a pesquisa para outros tipos de cancer, como o de cabeca, pescogo, pulméo e esdfago.
Atualmente, a terapia fotodinamica € aprovada pela agéncia federal de salde e servicos
humanos dos Estados Unidos (FDA, do inglés Food and Drug Administration) para o

tratamento de alguns tipos de cancer, assim como em outros paises.'® 1/

Os estudos da aplicagdo antimicrobiana da terapia fotodindmica foram abandonados
durante toda a “época de ouro” dos antibidticos, retornando apenas em 1990, devido ao
enorme crescimento das infec¢Bes hospitalares provocadas por bactérias resistentes aos

antibidticos.®
1.2.2 Aspectos gerais

A terapia fotodinamica (PDT, do inglés photodynamic therapy) é uma abordagem
terapéutica ndo-invasiva baseada em danos fotoinduzidos que envolve a geracdo de
espécies reativas de oxigénio (EROSs), através da combinacdo simultanea de luz, oxigénio
molecular e um agente fotossensibilizador (FS). Geralmente, os FSs utilizados na PDT
possuem uma fluorescéncia apropriada que permite combinar a terapia com estratégias
de imagem e monitoramento 6ptico, podendo assim realizar o diagnoéstico e a avaliacdo

do tratamento.!8 1°

Vaérios estudos pré-clinicos e clinicos indicam que a PDT é promissora para
eliminar células cancerigenas e inativar microrganismos, e por isso pode ser utilizada no
tratamento de cancer no pancreas, prostata, bexiga, pescoco, pele e outros. Na odontologia
é aplicada em casos de cérie, periodontite e peri-implantite. Além disso, doencas

dermatoldgicas, doencas cardiovasculares e infe¢fes bacterianas e fangicas diversas,
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também podem ser tratadas pela PDT.1" 2% 21A PDT apresenta muitas vantagens quando

comparada com tratamentos convencionais, as principais sdo: 1% 22 23. 24

e A PDT possui uma dupla seletividade devido ao acumulo preferencial das
moléculas do FS nas células cancerigenas ou microbianas ao invés das células
normais do hospedeiro e por conta da entrega localizada da luz;

e O tempo de tratamento é significativamente menor que o0s tratamentos
convencionais;

e As EROs, responsaveis pelo dano celular na PDT, possuem uma alta reatividade
com moléculas biologicas. Estas espécies, por serem instaveis e agirem de
maneira inespecifica, possuem uma multiplicidade de alvos, o que dificulta o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia pelo microrganismo;

e O modo de acdo inespecifico da PDT permite que ela seja utilizada para inativar
um amplo espectro de microrganismos patogénicos independente do perfil de
resisténcia. Além disso, em contraste com os antibidticos, também pode ser
usada no tratamento de infeccdes mistas, isto é, infeccdes que envolvem
bactérias de espécies diferentes e até mesmo combinacdes com outros

microrganismos;

A PDT também apresenta algumas desvantagens, como a cessdao do efeito
antimicrobiano com o fim da irradiacdo luminosa, eficiéncia limitada pela baixa
penetracdo tecidual da luz e possiveis efeitos colaterais, como a fotossensibilidade

prolongada da pele e dos olhos apds as sessdes da terapia.t® 20 2

A eficiéncia da PDT esté relacionada a um conjunto de fatores, tais como as
propriedades quimicas e fotoquimicas do FS, natureza das interacbes do FS com as
moléculas bioldgicas e, consequentemente, com as estruturas bioldgicas, dosagem e
entrega do FS nas células alvo, tempo entre a administracdo do FS e a irradiacao,

comprimento de onda da luz utilizada e o nivel de oxigenagdo dos tecidos.® 2 26
1.2.3 Fotossensibilizador

O fotossensibilizador tem uma importancia central na terapia fotodindmica, porque
0 sucesso do procedimento terapéutico depende da escolha adequada deste. Os FSs ideais

devem atender aos seguintes requisitos:'% 22 24
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A irradiacdo do FS com luz na regido espectral adequada, isto €, na regido em
que 0 FS possui um maximo de absorc¢do no UV-vis deve resultar na producao
de EROs;

Na auséncia de luz o FS deve ser inerte (sem toxicidade no escuro),
principalmente para as células de mamiferos. Além disso, eles ndo podem

ocasionar efeitos secundarios (p. ex. mutagénicos, carcinogénicos ou alérgicos);

A absortividade molar do FS deve ser relativamente alta (> 2 a 3x10* Mt.cm™),

pois isso minimiza a dose de FS necessaria para alcancar o efeito desejado;

Devem absorver a luz na regido visivel do espectro e preferencialmente no
vermelho, com comprimentos de onda (L) situados entre 600 a 800 nm, pois a
luz com A na faixa de 800 a 1000 nm tem baixa energia, podendo ser insuficiente
para promover a excitacdo eletrénica do FS. A luz com A > 1000 nm pode
ocasionar efeitos fototérmicos, porque nessa regido ela estimula vibracoes
moleculares e sua energia é absorvida por moléculas de agua. Para A < 625 nm
a luz penetra menos nos tecidos devido ao seu espalhamento e absorcdo por
cromoforos naturais presente nos tecidos, como melanina e hemoglobina. Além
disso, sua maior energia pode causar fotossensibilidade na parte do corpo que
foi irradiada. Este intervalo 6timo para a absorcdo do FS é muito importante em
casos de lesBes profundas, mas para lesdes superficiais a penetracdo tecidual da
luz torna-se pouco relevante;
¢ A elimina¢do farmacocinética do FS no corpo do paciente deve ser rapida (< 1
dia apdés a administracdo), a fim de evitar a necessidade de protecdo pos-
tratamento contra exposicao a luz e fotossensibilidade prolongada da pele;
e O FS deve ser um composto puro, estavel em meios aquosos e bioldgicos e

solivel em &gua;

Atualmente, existem muitos compostos naturais e sintéticos conhecidos que podem
agir como FS, sendo a maioria compostos aromaticos com elétrons © deslocalizados. Eles
podem ser classificados em duas grandes classes: porfirinicos e ndo-porfirinicos (Figura
1). Os FSs porfirinicos apresentam um macrociclo tetrapirrolico cujos grupos pirrolicos
estdo ligados por unidades=(CH)- ou -CH2-, como por exemplo a verteporfina (BPD-
MA), meta-tetrahidroxifenilclorina, (INTHPC ou Foscan) e a clorina e6. A classe de FSs

ndo-porfirinicos incluem moléculas com estruturas quimicas mais diversificadas, tais
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como os fulerenos funcionalizados, xantenos (p. ex. rosa bengala), corantes fenotiazinicos

(p. ex. azul de metileno e azul de orto-toluidina), curcumina e hipericina.?? 2’
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Figura 1: Estruturas de alguns fotossensibilizadores porfirinicos (esquerda) e ndo-porfirinicos
(direita). Fonte: elaborado pelo autor, 2019.

1.2.3.1 Mecanismo fotofisico e fotoquimico da geracéo de EROs

Os processos fotofisicos envolvidos na formacdo das EROs se iniciam com a
absorcdo da luz pelo FS (Figura 2). Inicialmente, o FS esta no estado de energia
fundamental (So), no qual os elétrons estdo emparelhados com spins opostos, 0 que
configura o estado singleto, e todos ocupam orbitais moleculares de mais baixa energia.
Quando o FS no seu estado fundamental singleto (:FSo) absorve um quantum de energia
proveniente da radiacdo luminosa num comprimento de onda apropriado ocorre a
promocéo do elétron para um orbital desocupado de maior energia, indo assim para um
estado excitado singleto (Sn). Neste estado o FS pode retornar rapidamente para o So,

energeticamente preferivel, através de varios processos.® 24 28

O FS no estado excitado (}FSex) decai para um estado excitado de mais baixa
energia (S1). O estado excitado possui subniveis de energia, estados vibracionais. O 1FSex
pode ir para um subnivel de energia mais baixo através de um processo chamado de
relaxamento vibracional, dissipando energia na forma de calor.?® Neste subnivel 0 'FSex
pode perder energia, emitindo fluorescéncia ou por dissipacdo de calor. Além disso,
também pode ocorrer o cruzamento intersistema (CSI), no qual o FS passa para um estado

excitado tripleto (T1) com a mesma energia. O FS neste estado, 3FSex, possui uma
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configuracdo eletrénica com dois elétrons desemparelhados e orientacbes de spin
iguais.t® 28

No estado tripleto, também pode ocorrer relaxamentos vibracionais e o FS passa
para um subnivel vibracional de mais baixa energia. A partir deste subnivel, ele pode ir
para o nivel So através de um processo radiativo chamado de fosforescéncia. A vida util
do T1 é longa, permitindo que reagdes fotoquimicas envolvendo 3FSex compitam com a
fosforescéncia.?* 8 Estas reagOes fotoquimicas podem ser denominadas do tipo | ou tipo
Il dependendo da natureza da interagdo entre 0 3FSex e as moléculas vizinhas. Estas
reacOes podem ocorrer simultaneamente, e a razéo entre elas depende principalmente da

natureza do FS, o ambiente celular e os niveis de oxigénio no local de ag40.2* %
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Figura 2: Representacdo dos processos fotofisicos e fotoquimicos envolvidos na geracdo de
EROs pelo fotossensibilizador. Fonte: elaborado pelo autor, 2019.

Nas rea¢des fotoquimicas do tipo I, ocorre transferéncia de elétrons ou prétons do
3FSex para 0 oxigénio ou outras moléculas vizinhas. As moléculas do FS no estado tripleto
podem fazer esta transferéncia entre si ou com outras moléculas, formando radicais
anibnicos e catidnicos, que por sua vez podem reagir com o oxigénio no estado
fundamental tripleto (02) para formar o anion radical superéxido (+O2).2° Este radical,
por ser pouco reativo em sistemas biologicos, podem reagir entre si para formar o
peroxido de hidrogénio (H202) numa reacdo catalisada pela enzima superoxido dismutase
(SOD).® Posteriormente, pode ocorrer uma reagao do tipo fenton, na qual o superéxido
reage com 0 H20, por meio da agio catalitica dos cations Fe®* para formar o radical
hidroxilo (HO*).?* O radical hidroxilo é muito reativo e consegue reagir com moléculas

organicas para formar outros radicais, tais como peroxila e alcoxila.
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As reacgdes fotoquimicas do tipo Il sdo caracterizadas pela transferéncia de energia
entre o FS no estado excitado tripleto e o oxigénio no estado fundamental para forma o
oxigénio singleto no estado excitado (*O.).2° Esta espécie é altamente reativa e devido ao
seu orbital desocupado pode reagir com compostos insaturados, como os lipideos. O
oxigénio singleto também pode reagir com compostos contendo nitrogénio e enxofre,
como alguns aminoéacidos (triptofano, tirosina, histidina, metionina, cisteina e cistina).®
O oxigénio singleto, radical hidroxila e o radical superdxido sdo as principais espéecies
reativas de oxigénio (EROs) geradas nas reac6es fotoquimicas envolvendo os FSs quando
irradiados com a luz. Estas espécies reagem com moléculas bioldgicas e, por conseguinte,
causam um alto estresse oxidativo para as células cancerigenas e de microrganismos

patogénicos.t®

A molécula do fotossensibilizador, apds os processos fotofisicos e fotoquimicos
que seguem a absor¢do do quantum de energia, retorna ao seu estado de energia
fundamental, e entdo pode absorver novamente energia da luz e reiniciar o ciclo. Porém,
isto ndo ocorre indefinidamente, porque o FS pode sofre transformacdes e perder a
capacidade de participar da reacdo fotodinamica. Este efeito é chamado

fotobranqueamento (do inglés, photobleaching).?®
1.2.4 Acéo fotodinamica antimicrobiana

Quando a terapia fotodinamica é utilizada para inativar microrganismos €
comumente chamada de terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT, do inglés
antimicrobial photodynamic therapy) ou inativagdo fotodindmica (“PDI, do inglés

photodynamic inactivation). Neste trabalho foi adotado a primeira nomenclatura.

Em aplicagdes clinicas, inicialmente o FS € administrado ao paciente, de maneira
sistémica ou topica, seguida de um tempo de sensibilizacdo necessario para que ocorra o
acumulo do FS naregido desejada e por fim, a irradiacdo com uma fonte de luz apropriada
(Figura 3).
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Figura 3: Representacdo das etapas do tratamento da terapia fotodindmica e da ac&o localizada
da geracdo de EROs em células bacterianas. Fonte: adaptado de Tortora, Funke e Case.®

Durante o tempo de sensibilizacdo os FSs, principalmente os cationicos, tendem a
se acumular preferencialmente nas células microbianas do que nas células de mamifero,
devido a carga negativa mais pronunciada das células microbianas e porque a absor¢édo
do FS por essas células é mais répida. Estes dois fatos estdo relacionados com as
diferengas estruturais das células microbianas e configuram a seletividade do FS na
aPDT.2

A suscetibilidade das bactérias ao aPDT é fortemente afetada pela caracteristica da
parede celular.?® De acordo com a estrutura da parede as bactérias sdo classificadas em
Gram-positivas e Gram-negativas.® A parede celular das bactérias Gram-positivas é
composta por uma rede macromolecular espessa e porosa de peptideoglicano, que é
formada por unidades repetitivas de dissacarideos e porcdes polipeptidicas.® Enquanto,
que a parede celular nas bactérias Gram-negativas é composta por uma fina camada de
peptideoglicano e uma membrana externa formada por lipopolissacarideos.® A presenca
desta membrana externa dificulta a penetracdo do FS na parede celular das bactérias
comprometendo a eficiéncia da aPDT. Portanto, as bactérias Gram-positivas sao,

geralmente, mais suscetiveis ao aPDT do que as bactérias Gram-negativas.?®

A distribuicdo do FS na regido intracelular e intercelular das células microbianas
também é importante para o resultado da aPDT, pois a a¢do das EROs produzidas no

momento da irradiacdo ocorre na regido onde o FS se encontra. Esta agéo localizada se
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deve a alta reatividade das EROs produzidas. O oxigénio singleto, por exemplo, tem um
tempo de vida menor que 0,04 us em sistemas biolégicos e, por isso, tem uma capacidade

de difusdo muito pequena.l® %

O estresse oxidativo fotoinduzido causa modificagdes morfologicas (p. ex.
alteracdo da estrutura do mesossomo) e alteracGes funcionais, como a perda de atividades
enzimaticas, oxidagdo de proteinas e inibicdo de processos metabdlicos.*® Quando o FS
atua preferencialmente na membrana celular, o dano causado pode levar a lise celular

apos a inativacao do sistema de transporte da membrana.°

As bactérias possuem mecanismos de defesa contra algumas EROs atraves da
regulacdo e expressdo de enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase, a
glutationa peroxidase e a catalase. No entanto, estes mecanismos sdo insuficientes diante
da proporc¢éo do estresse oxidativo fotoinduzido, uma vez que as EROs séo geradas em
altas quantidades e rapidamente. Além disso, como ja foi mencionado, a aPDT é um
processo que prejudica multiplos alvos celulares, diferente da acdo antimicrobiana dos
antibiodticos, que agem muito especificamente num alvo definido. A alta producdo de
EROs associada ao seu modo de acdo inespecifico torna pouco provavel o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana contra o estresse oxidativo promovido pelo
aPDT .31 %

1.3 Curcumina

A curcumina é um corante natural extraido dos rizomas da planta cdrcuma ou
acafrdo-da-india (Curcuma longa). O pé amarelo-alaranjado obtido nesta extragao possui
uma mistura de curcumindides: a curcumina (CUR), que esta em maior proporcao,
desmetoxicurcumina (DMCur), bisdemetoxicurcumina (BDMCur) e a ciclocurcumina
(CCur). Estes curcumindides podem corresponder a 2-9% do peso seco da cdrcuma,
dependendo do solo e da regido de cultivo.®® 3* As estruturas quimicas destes

curcumindides estdo apresentadas na Figura 4.
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Figura 4: Estruturas quimicas dos principais curcuminoides presentes no p6 amarelo extraido dos
rizomas da planta curcuma longa. No lado direito estdo representadas as estruturas dos principais
produtos de degradagdo da curcumina em meio aquoso. Fonte: elaborado pelo autor, 2019.

Usada ha milénios, a curcumina foi isolada da circuma no inicio do seculo XIX, no
entanto, s6 ganhou notoriedade na comunidade cientifica a partir de 1990, quando
demonstrou-se que ela tinha um potencial efeito anticancerigeno.® Atualmente, sabe-se
que a curcumina pode exercer diversas atividades farmacologicas, tais como
anticancerigena, antimicrobiana, anti-inflamatoria, antioxidantes e efeito antiviral contra
a hepatite B e HIN1.% % Além disso, ela pode atuar na cicatrizacao de feridas e contra
doencas cronicas como diabetes e doenca de Alzheimer. Além deste amplo espectro de
atividades, a curcumina apresenta um 6timo perfil de seguranca farmacoldgica.3* 3
Porém, a atividade terapéutica da curcumina € dificultada pela sua baixa absorcdo,
metabolismo réapido e uma rapida eliminacdo sistémica. Esta baixa biodisponibilidade,
apenas 1% da dose inicial administrada em humanos, estd associada a sua baixa
solubilidade em &gua (~ 400 ng.mL* a pH 7,4).%

A Curcumina, nomenclatura IUPAC (1E,6E)-1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-
heptadieno-3,5-diona, possui uma estrutura quimica simétrica formada por dois sistemas
de anéis aromaticos contendo grupos o-metoxifendlicos ligados as duas extremidades de
uma cadeia B-dicetona a,B-insaturada.®* A curcumina exibe tautomerismo ceto-enol que
depende da polaridade e do pH do meio. Em solventes ndo polares é encontrada na forma

enol, por causa da formacéo de ligacdo de hidrogénio intramolecular e esse tautdmero
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também prevalece em meios aquosos com pH acima de 8. Ja a forma diceto prevalece em

solventes polares e em meios acidos ou neutros.3 3

Em solucdo aquosa, a estabilidade da curcumina é dependente do pH. Ela possui
uma maior estabilidade na faixa de pH 1 a 6. Estudos indicam que a degradacdo da
curcumina é catalisada por ions hidroxidos (OH") presente no meio, como em pH
inferiores a 6 a quantidade de OH" é baixa, a degradagdo ocorre mais lentamente.®® Em
condigdes fisiologicas mimetizadas (solugdo tampao fosfato 0,1 M, 37 °C, pH 7,2) a
curcumina tem 90% de degradagdo em 30 min.*° Os produtos desta degragdo sdo vanilina,
acido ferulico e outros fenois pequenos (Figura 4). Quando exposta a luz, a
fotodegradagdo também gera estes produtos, porém ocorre mais rapido e envolvem EROs

formadas na fotoexcitagéo.® 40

A estrutura quimica da curcumina possui uma elevada deslocalizacédo de elétrons
devido a conectividade dos dois anéis aromaticos por uma cadeia insaturada com ligacdes
duplas alternadas. Isto permite absorcdo de luz na regido espectral do azul, mais
especificamente em 420-450 nm, dando a solugéo de curcumina uma coloragdo amarela.®
A absorcdo da curcumina na regido do visivel é fortemente influenciada pelo pH e 0 meio
de dispersdo.*® Devido a esta absor¢do na regido espectral do visivel e & sua capacidade
de gerar EROs quando irradiada com luz azul, a curcumina vem sendo utilizada como um

FS pertinente para a aPDT em tratamentos topicos.*!: 42

Em contrapartida, a curcumina também apresenta atividade antioxidante, isto €,
consegue eliminar radicais como o anion superoxido e radical hidroxila, evitando assim
danos as moléculas bioldgicas. Estes radicais podem reagir com os grupos OH fendlicos
e a porcdo enolica por abstracio de hidrogénio ou transferéncia de elétrons.*® Isto pode
parecer contraditdrio, mas este comportamento antagonico s6 ocorre quando a curcumina
estd exposta a condi¢des diferentes. Portanto, ao invés de contraditoriedade, isto reforca
a versatilidade terapéutica da curcumina: quando irradiada com luz azul, promove a

terapia fotodindmica; e na auséncia de irradiagdo luminosa, atua como antioxidante.
1.4 Nanomateriais em Terapia Fotodinamica

Um dos principais desafios a ser superado na terapia fotodindmica é a administracao
do fotossensibilizador ao tecido alvo. A maioria dos FSs, devido sua elevada
hidrofobicidade, formam agregados em meios aquosos, e isso afeta suas propriedades

fotofisicas, quimicas e bioldgicas, diminuindo assim, a sua biodisponibilidade e a acdo
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fotodindmica.?? Uma alternativa promissora para superar o problema da agregacéo dos
FSs e melhorar a sua biodisponibilidade na forma monomérica é combina-los com
nanomateriais. O uso dos nanomateriais pode melhorar a eficiéncia da terapia
fotodindmica, ndo apenas por superar 0s inconvenientes associados a estabilidade dos
FSs, mas também por direcionar os FSs ao tecido alvo e assim aumentar o acumulo
seletivo na regido. Isto também diminui os efeitos colaterais da fotossensibilidade pds-

tratamento no caso de administracdes sistémicas.** 4

Os FSs podem ser encapsulados ou imobilizados nos nanomateriais por interacoes
covalentes e ndo-covalentes em lipossomas, nanoemulsdes, nanoparticulas poliméricas,
nanoparticulas de silica, carbono, pontos quénticos e metalica (p. ex. ouro e prata) ou de
oxidos de metais (p. ex. dioxido de titanio, 6xido de zinco e 6xido de ferro).** 4647

As nanoparticulas de 6xido de ferro (IONPs, do inglés iron oxide nanoparticles),
por exemplo, apresentam caracteristicas que as tornam extensamente aplicaveis como
nanocarreadores, agentes de imagem por ressonancia magnética e agentes terapéuticos
(antimicrobianos e hipertermia magnética).*® Logo, a associacio de FSs com IONPs
permite aliar as suas caracteristicas fotoquimicas e fotofisicas com as propriedades
magnéticas desses materiais, possibilitando a combinacdo da PDT com a liberacdo
controlada do FS, direcionamento do FS ao tecido alvo através de um campo magnético
estatico e/ou mediado por moléculas bioldgicas ligadas as IONPs, hipertermia magnética,

dentre outros beneficios.*® 50

Muitos trabalhos exploraram a conjugacido IONP-FS na eficiéncia da PDT.5% 52 53
% Huang et al. (2011) conjugaram IONPs, didmetro de ~ 20 nm, com o FS clorina €6
(Ceb) através de um agente acoplador silano. Os conjugados em baixas concentracdes
conseguiram reduzir 80% da viabilidade de células do cancer gastrico quando irradiados

em 633 nm numa irradiancia de 30 mwW.cm2.5!

Em outro estudo, Matlou et al. (2018) apontaram que os conjugados de IONPs e
derivados de ftalocianina de zinco com acoplamento do acido folico apresentaram
rendimentos quanticos de oxigénio singleto menores em comparacdo com os derivados
livres. Além disso, os autores relataram que a toxicidade destes conjugados em ensaios
de PDT também foi menor.>? Por outro lado, Penon et al. 53 (2016) descreveram a sintese
de IONPs associadas com diferentes porfirinas e relataram um aumento consideravel na
producdo de oxigénio singleto quando comparado com os niveis produzidos pelas

porfirinas livres. Mbakidi et al. (2013) também demonstraram que a conjugagdo de
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clorina poliaminada p6 com IONPs resultou numa toxicidade maior, em ensaios de PDT,

contra linhagens celulares de melanoma em comparagdo com o FS sozinho.>*
1.5 Nanoparticulas de Oxido de Ferro Superparamagnéticas (SPIONPs)

As IONPs sdo uma das classes de nanoparticulas inorganicas mais amplamente
estudadas devido sua versatilidade de aplicagfes industriais, ambientais, analiticas e
biomédicas. Esta versatilidade é decorrente de suas propriedades cataliticas, elevada
estabilidade quimica e fisica, comportamento magnético, baixo custo e compatibilidade

bioldgica.> %6 ¥

Dentre os Oxidos de ferro se destacam a magnetita (Fe3O4) ¢ a maghemita (y-Fe203).
A magnetita apresenta uma estrutura cristalina ctbica do tipo espinélio invertida, formada
por um conjunto de fons O% posicionados nos vértices, enquanto que todos os fons Fe?*
ocupam metade dos intersticios octaédricos e os Fe*" ocupam igualmente intersticios
octaédricos e tetraédricos.”® A maghemita apresenta uma estrutura cristalina muito
similar a magnetita, sendo que a principal diferenca reside no fato de que na maghemita
hé apenas cétions Fe3* e a presenca de vacancias nos intersticios octaédricos devido a
auséncia de Fe?* na estrutura.’® 5° Portanto, a maghemita pode ser considerada como a
forma totalmente oxidada da magnetita. Na Figura 5 estdo representadas as estruturas
cristalinas destes 6xidos.

O magnetismo destes 0xidos esta relacionado com a distribuicdo dos cations nos
intersticios da estrutura.’° No caso da maghemita, a célula unitaria é composta por 16
intersticios octaédricos que sdo ocupados por 13,33 Fe** e 2,66 vacancias e 8 intersticios
tetraédricos ocupados apenas por Fe**.>® Os 8 fons dos intersticios tetraédricos e 8 ions
daqueles que ocupam os intersticios octaédricos ndo geram momento magnético
resultante, devido ao cancelamento dos seus momentos magnéticos.®® Logo o magnetismo

da maghemita é proveniente dos 5,33 Fe** presentes nos intersticios octaédricos.

A maghemita e magnetita, em temperatura ambiente, apresentam comportamento
ferrimagnético, isto €, sdo materiais que apresentam magnetizacdo permanente mesmo na
auséncia de um campo magnético externo e quando estdo na presenca do campo possuem

altos valores de susceptibilidade magnética.! ©2

Os oxidos de ferro apresentam forte dependéncia do comportamento magnético

com o tamanho das nanoparticulas, por exemplo, quando a maghemita passa de sélido
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estendido (solido "bulk™) para nanoparticulas, ela deixa de ser ferrimagnética e passa a

ser superparamagnética (Figura 5).%°

particulas grandes
(solido "bulk")

nanoparticulas
diminuigdo do tamanho

paredes de dominios .

—
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/E$trutura cristalina de alguns 6xidos de ferro \

Figura5: Representacdo da estrutura cristalina da magnetita e maghemita (esquerda) e o esquema
da mudanga no magnetismo nos nanomateriais (direita). Fonte: adaptado de Oliveira, Fabris e
Pereira.>®

As nanoparticulas superparamagnéticas de o6xido de ferro (SPIONPs, do inglés
superparamagnetic iron oxide nanoparticles), em termos praticos, apresentam uma
susceptibilidade magnética alta na presenca de um campo magnético externo e
magnetizagdo nula quando o campo é removido.® Este comportamento magnético ocorre
quando o tamanho das IONPs esta abaixo de um valor critico, geralmente entre 10 a 20
nm dependendo do material e quando a temperatura esta acima da chamada temperatura
de bloqueio, que é a temperatura na qual os momentos magnéticos das particulas nao
conseguem se reorientar na presenga de um campo magnético. Diz-se, portanto, que esses

momentos estdo bloqueados.®®

De forma simpldria, pode-se considerar que os momentos de dipolo magnéticos nos
materiais volumétricos estdo organizados em regides de pequeno volume delimitados por
paredes, denominado dominios magnéticos. Porém, quando as particulas do material
magnético passam para a escala nanomeétrica, abaixo do tamanho critico, a presenca de
multidominios torna-se energeticamente desfavoravel e os dipolos magnéticos se

organizam em um Gnico dominio.®% 64
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A analise da curva de magnetizagdo de um material em funcdo do campo magnético
aplicado permite diferenciar 0 seu comportamento ferromagnético do
superparamagnético (Figura 6).%* Quando um campo magnético é aplicado, em uma Unica
direcdo, num material ferrimagnético, ocorre a movimentacdo das paredes dos dominios
magnéticos. Os dominios magnéticos mais alinhados com o campo sofrem aumento de
tamanho e a magnetizacdo do sistema também aumenta. O aumento do campo provoca o
crescimento dos dominios maiores em detrimento da diminuicdo dos menores, até um
ponto em que o sistema atinge a configuracdo de monodominio, na qual a magnetizacao
tem um valor maximo. Este ponto maximo é denominado magnetizacdo de saturacédo
(Ms). A remocdo do campo aplicado ndo faz o sistema retornar para um estado de
magnetizacdo nula. Isto se deve a existéncia de paredes entre os dominios, que dificulta
a relaxacdo da magnetizacdo e por consequéncia, quando o campo for nulo o sistema
mantém uma magnetizacdo remanescente (My). A aplicacdo de um campo magnético
crescente no sentido oposto é necessaria para diminuir a magnetizacdo remanescente,
atingindo uma magnetizacdo nula quando o valor do campo atinge um determinado valor,
denominado campo magnético coercivo (Hc). O aumento da intensidade do campo
magnético no mesmo sentido leva ao ponto de saturacdo magnética nesse sentido. O
aumento da intensidade de campo no sentido contrario, leva o sistema de uma
extremidade de saturacdo a outra, completando assim um ciclo, que é conhecido como

ciclo de histerese, que é uma curva tipica dos materiais ferrimagnéticos.

o

monodominios

curva de materiais
superparamagnéticos

multidominios
magnéticos

Figura 6: Curva de magnetizacdo de materiais ferrimagnéticos e superparamagnéticos. Fonte:
adaptado de Callister.%
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No caso das SPIONPs, a curva de magnetizacdo em funcdo do campo nao possuli
histerese e apresenta um formato sigmoide, uma vez que estas nanoparticulas apresentam
monodominios magnéticos cujos momentos se alinham na dire¢do do campo aplicado e
ao remover 0 campo a magnetizacdo torna-se nula, logo ndo ha campo coercivo e

magnetizacio remanescente.®% 64

Dentro da escala nanométrica, as propriedades magnéticas das particulas séo
determinadas por fatores como, caracteristicas geométricas (tamanho, forma e

distribuicdo de tamanho), interacdes magnéticas intra e interparticulas.>> 5 65 66. 67

1.5.1 Sintese das SPIONPs

As SPIONPs podem ser sintetizadas por meio de uma variedade de metodologias,
tais como: coprecipitacdo, microemulsdo, métodos eletroquimicos, rea¢fes sonoquimicas
e reacdes hidrotermais.®® 6 5> O método de sintese tem influéncia na morfologia das
nanoparticulas, podendo-se prepara-las na forma de poliedros, flocos, esferas, cubos,
nanofios, entre outros.%® @ Além disso, 0 método de sintese afeta a distribuicéo de cations
na estrutura, pureza e tamanho médio das particulas e, portanto, as propriedades

magnéticas das nanoparticulas.5® 5

O método de coprecipitacdo é a via quimica mais utilizada para obtencdo de
magnetita e maghemita.®® A sintese destas nanoparticulas consiste na coprecipitacio de
sais férricos e ferrosos em meios alcalinos a temperatura ambiente ou mais elevada. As
vantagens desta abordagem sdo: simplicidade do aparato de sintese, baixo custo,
rendimento elevado e facil projecdo de sintese para a escala industrial.®® % No entanto, o
tamanho e a distribuicdo de tamanho (polidispersdo) séo fatores limitantes, uma vez que

0 crescimento de cristais é controlado por fatores cinéticos.®® >

O método de Massart € a metodologia de coprecipitagdo mais comum e considerada
a mais econdmica.®® Neste método, a magnetita é obtida por uma mistura estequiométrica
2:1 (Fe**/Fe?*) em meio alcalino.”® ™ 72 Através deste método pode-se obter
nanoparticulas de magnetita com tamanhos entre 2 a 20 nm.®3 Posteriormente, a magnetita
pode ser oxidada a maghemita em meio acido.”? Nesta sintese, as nanoparticulas sdo
obtidas na forma de ferrofluido estavel, no qual estdo estabilizadas pela repulsdo
eletrostéatica através do controle da densidade de cargas na superficie por meio do ajuste

do pH do meio de dispersdo.’® "
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1.5.2 Aplicacdes biomédicas das SPIONPs

As propriedades das SPIONPs, especialmente o seu comportamento
superparamagnético, oferecem muitas possibilidades de aplicagdo no campo biomédico,
tais como agentes de contraste de imagem por ressonancia magnética, hipertermia
magnética em células tumorais e células microbianas, biossensores, nanocarreadores para

entrega de fArmacos e mais recentemente, como agente antimicrobiano.*8: 627273

As SPIONPs possuem alta susceptibilidade a campos magnéticos e por isso, podem
ser direcionadas a um local especifico do corpo, como 6rgdo, tecido infectado ou tumor
por meio do gradiente produzido pelo campo. Isto, porém, s6 é permitido porque 0 campo
magnético apresenta uma boa penetrabilidade nos tecidos humanos.® * Esta
possibilidade de direcionamento através de um magneto externo torna as SPIONPs
6timos candidatos para serem nanocarreadores em liberagdo controlada de farmacos.’ ™
Estes sistemas de liberacdo otimizam a dose do farmaco transportado, uma vez que reduz
a sua biodegradacéo e distribuicdo sistémica, além de aumentar a absor¢do e o acumulo

na regido de interesse.’

O comportamento superparamagnético torna ainda mais valiosa a aplicacdo de
SPIONPs na medicina, devido ao fato destas nanoparticulas gerarem calor localmente
quando sdo submetidas a um campo magnético alternado. Este comportamento € o
fundamento da hipertermia magnética.”® 7" O calor gerado desta forma, também pode ser
usado para controlar remotamente a liberacdo de farmacos em nanocarreadores baseados
em SPIONPs, uma vez que a elevacdo de temperatura local pode ocasionar mudancas

estruturais no sistema de liberagdo.’® "
1.6 Hipertermia Magnética

A hipertermia € um procedimento terapéutico que promove aumento da temperatura
dos tecidos, entre 42-44 °C, usando métodos fisicos, como micro-ondas, radiofrequéncia,
laser e ultrassom, mas a dificuldade do controle da temperatura limita o uso desses
métodos na aplicacdo clinica da hipertermia, particularmente em regiGes anatbmicas
profundas.® A hipertermia magnética (HM) ou magnetohipertermia (MHT) oferece uma

solucéo atraente para este problema.’!

Na HM, o ferrofluido de SPIONPs pode ser injetado localmente no corpo do
paciente ou pode ser conduzido e acumulado na regido de interesse através de um campo

magnético externo estatico, isto é, conduzido por um ima. Depois de um intervalo, para
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promover a internalizacdo ou associacao das IONPs nas células alvo, aplica-se um campo
magnético externo de frequéncia alternada (CMA). O resultado disto é a dissipacéo de
energia na forma de calor, que promove a elevacio local da temperatura (Figura 7).8% 8

Mecanismos de dissipacao de energia

‘ C MA e - Relaxamento browniano
”
”

-'8':-:._'.9'-' /AN //B\
daswen . N\ @

Relaxamento de Néel

Temperatura
(42-44 °C)

\

células normais -
@ sriones N

células tumorais

Figura 7: Representacdo do uso de SPIONPs sob um campo magnético externo de frequéncia
alternada (CMA) para promover HM em células cancerigenas. Fonte: elaborado pelo autor, 2019.

O uso de materiais magnéticos para promover hipertermia foi realizado pela
primeira vez por por Gilchrist et al., em 1957, que injetaram em um tecido tumoral IONPs
de maghemita com tamanho entre 20 a 100 nm e apds aplicacdo de um campo magnético
de 1,2 MHz, observou que a elevacdo de temperatura do tecido para 46 °C promoveu o
desaparecimento do carcinoma.®® Desde a publicacéo deste estudo até os dias atuais, a
HM conseguiu grandes avancgos principalmente nos estudos clinicos, impulsionado pelo

desenvolvimento da nanotecnologia de materiais magnéticos.’® 8- 8

Os estudos clinicos de HM tém conseguido bons resultados no tratamento de
canceres de prostata, esdfago, cerebral, cervical, dentre outros.8% 8+ 85 Este procedimento,
ndo-invasivo, é uma alternativa terapéutica para o cancer sem os efeitos colaterais
associados as terapias convencionais, como cirurgia, quimioterapia e radioterapia.®
Atualmente, a maioria dos estudos clinicos da HM concentra-se na Alemanha, Japdo e

China.®

A aplicacdo da HM em tratamentos oncol6gicos baseia-se no fato das células
cancerigenas serem mais sensiveis a elevacdo de temperatura que as saudaveis. Os tecidos
tumorais possuem fluxo sanguineo deficiente devido & baixa vascularizagdo dessas
regides, 0 que provoca superagquecimento das células cancerigenas, enquanto que nos
tecidos saudaveis o superaquecimento é evitado pela organizacdo do fluxo sanguineo na

regido tecidual 8 8
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Atualmente, a HM vem sendo proposta também para inativar microrganismos,
principalmente bactérias. Nas células microbianas a elevacdo da temperatura pode
promover a destruicdo da parede celular e a inativacdo de moléculas bioldgicas,
desencadeando, respectivamente, vazamento do conteddo celular e interferéncia nos

processos bioldgicos sinalizados por essas moléculas.” 8

1.6.1 Mecanismos de dissipacéo de calor das SPIONPs

Nos materiais ferrimagnéticos os momentos magnéeticos estdo orientados em uma
direcao preferencial, que estd associada as interacdes spin-orbital entre &tomos vizinhos
e a ocorréncia de simetria na rede cristalina, 0 que por sua vez origina a anisotropia
magnetocristalina.®® Como ja mencionado, em particulas muito pequenas, como as
SPIONPs, os momentos magnéticos estdo organizados em dominios Unicos, e sua energia
de anisotropia pode se converter em energia térmica, ocasionado livre rotacdo do
momento magnético. Isto leva a uma magnetizacao resultante nula das nanoparticulas na

auséncia de um campo magnético externo.®

A aplicagcdo de um CMA pode causar inversdo na orientacdo destes momentos
magnéticos e o seu relaxamento de volta ao equilibrio libera energia térmica, resultando
em aquecimento local (Figura 7).7%-8 0 Se durante o relaxamento do momento magnético
a orientacdo da particula permanecer fixa, a dissipacdo de energia dar-se por rearranjo
dos momentos de dipolo magnético no interior do cristal, num processo chamado de

relaxamento de Néel e o tempo de relaxagdo caracteristico, tn, € expresso pela seguinte

T nTK, KerfV
Ty =2 [ exp (“2L) (1)
2 | KegsrV TKp

Nesta expressdo Kg é a constante de Boltzmann, Kess € a anisotropia efetiva, V é o volume

equacao:

da particula e o pré-fator o~ 10713- 107%.76

Por outro lado, se 0s momentos magnéticos permanecerem fixo em relagdo ao eixo
do cristal enquanto a particula gira no fluido de dispersdo, a energia sera dissipada pelo
movimento friccional e o processo é chamado de relaxamento browniano. O tempo
caracteristico deste mecanismo, g é dado por:

3NV,
Tp = NV
TKg

)
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Onde n ¢ a viscosidade do liquido contendo as particulas ¢ V1 é 0 volume hidrodinamico
das particulas.”® Estes processos de dissipacio de energia podem ocorrer simultaneamente

e 0 tempo efetivo de relaxamento do sistema, zr, & dado por:’®

Tef N B

A dissipacdo de energia, P, das SPIONPs sob influéncia de um CMA estabelecida
pela teoria de resposta linear, LRT, pode ser calculada a partir da Equacéo 4. Esta é véalida
quando a condi¢do Hmax< keT/pmoMsV € respeitada, onde po, Ms, Vp, Hmax, ke € T
representam a permeabilidade do espaco livre, magnetizacdo de saturacdo das SPIONPs,
volume de SPIONPs, amplitude maxima do campo magnético externo, constante de

Boltzmann e temperatura, respectivamente.® !

W Tef

(4)

1
P=-w H? —2
2 Ho Xo 1+‘ref2u)2

Nesta expressdo o indica a frequéncia circular (w = 2=f), H é a amplitude do campo
magnético aplicado, yo é a suscetibilidade de equilibrio do conjunto médio das SPIONPs

e tef € 0 tempo efetivo de relaxamento.

A eficiéncia de dissipacdo de energia das SPIONPs é um fator importante para a
HM, uma vez que SPIONPs com alta eficiéncia de dissipacdo permitem a otimizacéao da
quantidade de ferrofluido injetado, minimizando assim possiveis efeitos colaterais no
procedimento terapéutico.®® A capacidade de aquecimento de SPIONPs sob ac¢éo de um
CMA é conhecida com a perda especifica de calor (SLP, do inglés specific loss power),
definido como o poder de dissipacéo térmica por massa de material magnético.”® 8% % O

SLP é calculado, a partir de medidas calorimétricas, de acordo com a expressao abaixo:

mg ar

SLP = C X )

mynp  Adtmax

Nesta expressdo, C é a capacidade calorifica especifica da amostra, ms é a massa da
amostra, munpe € a massa de material magnético dispersa no meio, e dT/dtmax é a taxa de

aquecimento maxima.

Em aplicagdes biologicas, as SPIONPs devem possuir um SLP elevado. A
dissipacdo de calor das SPIONPs é influenciada por varios fatores, tais como: forca e
frequéncia do campo magneético aplicado, a viscosidade do solvente, o tamanho das

particulas, a magnetizacdo de saturagdo e a anisotropia magnética.’® 8 °2 O calor


https://www.sciencedirect.com/topics/physics-and-astronomy/magnetization
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dissipado pelas SPIONPs é proporcional a frequéncia (f) e a amplitude (H) do campo
magnético aplicado. Todavia, Hergt e Dutz ® recomendaram que o produto H x f ndo
deve ultrapassar o valor de 5x10° A.m™s™, a fim de evitar riscos ao paciente: valores de
H e f muito elevados podem ocasionar o surgimento de correntes de Foucault, que sdo
correntes elétricas induzidas pelo campo magnético dentro de um material condutor (p.

ex. a dgua no corpo humano).®°


https://www.sciencedirect.com/topics/physics-and-astronomy/magnetic-fields
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CAPITULO 5: CONCLUSOES
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A metodologia de coprecipitacdo alcalina seguida de uma etapa de conjugacao com
a CUR permitiu obter os conjugados Magh-CUR. O estudo dos parametros de sintese da
etapa de conjugacéo evidenciou que a concentracdo de CUR, pH e proporcao de etanol
afetaram significativamente a quantidade de CUR conjugada na superficie das

nanoparticulas.

Os resultados apresentados permitiram confirmar que as nanoparticulas obtidas
possuiram majoritariamente a fase maghemita, Magh, com morfologia esferoidal e
tamanho médio de 13 nm. O conjugado teve a mesma morfologia e tamanho de 15 nm.
Na TG foi possivel identificar que a CUR esta conjugada por interacdes fracas e ligadas
covalentemente nas SPIONPs. Esta ligacdo foi evidenciada pelos espectros de FTIR,
indicando que a CUR se liga na superficie das SPIONPs por meio de ligacGes

coordenadas entre o grupo ceto-enol e os atomos de ferro.

A partir das medidas magnetizacdo e HM, foi visto que tanto Magh quanto Magh-
CUR apresentaram comportamento superparamagnético, porém, o conjugado teve um

valor de SLP 30% menor que Magh.

A quantidade de CUR liberada dos conjugados foi inferior a 15% em 24 h, e
apresentou dependéncia com a temperatura, indicando que os conjugados também
possuem um potencial para liberagdo controlada com a elevagéo da temperatura, que pode
ser promovida por HM.

Nos experimentos microbioldgicos realizados, a CUR nas concentracfes de 2,5, 5,
20 e 50 pg.mL* promoveu a reducéo total das bactérias S. aureus em fase planctonica,
em todas as condigOes testadas. As nanoparticulas de Magh ndo apresentaram atividade
fotodindmica, mesmo na dose de luz maior (12,5 J.cm™). O conjugado Magh-CUR, na
concentracdo de 125 pg.mL?, apresentou acdo fotodinamica quando irradiado com luz
LED azul, promovendo reducio bacteriana total na dose de 3,12 J.cm, enquanto que nos
experimentos no escuro por 24 h o conjugado apresentou um baixo efeito antimicrobiano
(reducdo de 2,5 logio), mesmo na concentracdo de 4000 pg.mL?. Além disso, a
conjugacdo nao afeta a atividade fotodindmica da CUR quando ela est& conjugada nas
SPIONPs.

Nos experimentos microbiologicos de HM na condi¢do de CMA testada ndo houve
reducdo da carga bacteriana associado ao calor gerado, indicando que a elevacgdo de
temperatura de 13 °C nos primeiros 10 min de aplicagdo do CMA ndo foi suficiente para
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promover qualquer efeito citotoxico para a bactéria. Apesar disso, o efeito de
aquecimento € interessante uma vez que estudos anteriores apontam para um sinergismo
da aPDT e HM.

Portanto, a conjugacdo de CUR em SPIONPs se mostrou uma maneira promissora
de dispersdo da CUR em meios aquosos, além de ser uma nanoplataforma para liberagédo

da curcumina e uma forma de combinar a aPDT e HM num mesmo nanomaterial.
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