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Trigo Gutierrez, JK. Desenvolvimento, caracterizacdo e efeitos fotodinamicos de
Curcumina em micela copolimérica fotoativada para Terapia Fotodinamica
antimicrobiana [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2020.

RESUMO

Os nanocarregadores tém sido utilizados com sucesso para a veiculacdo de
curcumina (CUR). No entanto, a demorada liberacdo do composto limita seu uso
topico como fotossensibilizador (FS) para Terapia Fotodindmica antimicrobiana
(@aPDT), na qual ainda sdo necessarios longos tempos de pré-iluminacdo e
iluminacdo. Assim, o objetivo deste estudo foi desenvolver um sistema micelar
fotoativado para liberagdo de CUR. As micelas foram sintetizadas pelo método de
adicdo direta utilizando o polimero fotossensivel formado por poli-etileno glicol como
polimero e acido 3-nitro-4-bromometilbenzoico como cromaforo e acido fenoxiacético
como extremo apolar (PEG-ANB-AFA), denominado polimero fotossensivel (PFS).
Adicionalmente, como controles, foram sintetizadas micelas convencionais de
Pluronic® F127 ou P123. Os testes de caracterizacdo por espectroscopia de
absorcéo e fluorescéncia incluiram: determinacdo da Concentracdo Micelar Critica,
constante de ligagdo e supressdo de fluorescéncia. As micelas de PFS
apresentaram maior eficiéncia de encapsulamento (88,79%), enquanto que, para as
micelas convencionais, foram observados valores de 77,52% para F127 e 72,58%
para micelas de P123. O PFS apresentou fotodegradacédo gradativa com irradiacao
UV a 355 nm, fato que facilitou a liberacdo da CUR de dentro das micelas, o que
melhorou a demorada liberacdo do sistema convencional. Os tamanhos na faixa
nanométrica de 40,42; 22,90 e 20,78 nm para as micelas de PFS, F127 e P123
respectivamente, e indice de polidisperséo de até 0,392 u.a. foram determinadas por
meio da técnica de espalhamento dindmico da luz, e por Microscopia Eletrénica de
Varredura com Emissdo de Campo foram observadas micelas esféricas. A poténcial
zeta anibnico (de -0,139 a -0,613 mV) dos trés sistemas foi determinada por meio do
potencial zeta. Os efeitos fotodinamicos do FS na micela fotoativada bem como em
micelas convencionais e CUR livre em aPDT contra culturas planctonicas de
Candida albicans e Pseudomonas aeruginosa demonstraram diminuicado de 1 Logio
comparado com 0s respectivos grupos controle (diferenca significativa p<0,05). Ja
em culturas plancténicas Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) a
micela fotoativada demostrou maior efeito fotodindmico antimicrobiano que os
sistemas convencionais diminuindo a contagem de coldnias 2 Logio comparado com
o grupo controle (diferenca significativa p<0,05). Adicionalmente, a aPDT promoveu
diminuicdo da biomassa dos biofiimes de MRSA e C. albicans, comparados com
seus respetivos grupos controle (diferenca significativa p<0,05). Finalmente, as
micelas foto-ativadas ndo apresentaram toxicidade em queratinécitos orais. Desta
forma, a aPDT mediada pela CUR em micelas foto-ativadas pode ser uma
alternativa para o tratamento de infec¢cdes microbianas.

Palavras-chave: Fotoquimioterapia. Bactérias. Fungos. Luz.



Trigo Gutierrez, JK. Development, characterization, and photodynamic effects of
Curcumin in light-triggered copolymer micellar system for antimicrobial Photodynamic
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ABSTRACT

Nanocarriers have been used successfully for delivery of curcumin (CUR); however,
slow release from nanosystems hinders its use as topical photosensitizer (PS) in
antimicrobial Photodynamic Therapy (aPDT), which requires long pre-irradiation
times. Light-triggered nanosystems are an interesting option, since they allow remote
temporal control of drug release. Thus, in this research a photo-responsive micelle
(PRM) was synthesized to carry CUR. The PRM were synthesized by direct adittion
method using the photoresponsive polymer formed by poly (ethylene glycol), 3-nytro-
4-bromobenzilic acid as chromophore and phenoxiacetic acid as apolar segment.
Moreover, conventional micelles synthesized from commercial Pluronic® P123 and
F127 as control micelles. The charachterization of the micelles by fluorescence and
absorbance spectroscopy were Critical Micellar Concentration, binding of PRM to
CUR, and fluorescence quenching. The Entrapment Efficiency (EE%) was also
higher in PRM (88.79%), on the other hand, a similar EE% were observed between
F127 and P123 micelles (77.52 and 72.58% respectively). Furthermore, degradation
of the absorption spectra of PRM was observed, allowing CUR being released from
the PRM, thus the slow release from the nanosystem was improved. Dynamic light
scaterring, and Scanning Electronic Microscopy, showed the micelles size on the
nanometric scale (40.42, 22.90, and 20.78 for PRM, F127 and P123 micelles,
respectievely), and high homogeneity of the systems (to 0.392). The Field Emission
Scanning Electronic Microscopy showed spherical shape micelles. The zeta potential
of the three systems were anionic (from -0.139 to -0.613 mV). The aPDT mediated
CUR-loaded PRM as well as conventional micelles and free CUR against planktonic
cultures of methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Candida albicans,
and Pseudomonas aeruginosa were evaluated. In C. albicans, and P. aeruginosa
aPDT mediated by PRM, conventional micelles and free CUR promoted diminution of
1 Log in colony count compared with the control group (p<0.05). In MRSA the aPDT
mediated by PRM promotes diminution of 2 Log compared to the control group
(p<0.05). While in groups aPDT treated with conventional micelles and free CUR
diminution of 1 Log compared with the control group was observed (p<0.05).
Moreover, the aPDT mediadted by CUR in PRM decreased the biomass in single
biofilm of MRSA and C. albicans —significant diference of p<0.05 compared to their
respective control groups. Furthermore, the PRM did not show toxic effect on Normal
Oral Keratinocites cells. Thus, PRM could be an alternative to treat microbial
infections.

Keywords: Photochemotherapy. Bacteria. Fungi.Light.
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1 INTRODUCAO

Biofilmes s&o considerados uma das formas de vida mais bem sucedidos na
terral e definidos como comunidades microbianas altamente organizadas, aderidas a
uma superficie bibtica ou abidtica, e protegida por uma matriz polimérica extracelular
(MPE) produzida pelos préprios micro-organismos constituintes da comunidade?2.
Devido a interacéo das células microbianas e a presenca da MPE, o biofilme possui
propriedades diferentes dos micro-organismos que se encontram em forma livre ou
planctonical. Na forma de biofilme, os micro-organimos obtem retencdo de agua e
resisténcia a dessecacdo, captacdo e armazenamento de nutrientes, adeséo ao sitio
de infeccéo, protecéo fisica contra o sistema de defesa do hospedeiro e os agentes
antimicrobianos externos?#, sendo necessarias maiores concentragbes de
antimicrobianos para promover a sua inativagdo®’. Adicionalmente, o uso de
antibioticos na industria pecuéria, o uso indiscriminado de antimicrobianos, entre
outros fatores, tém contribuido com o surgimento de cepas microbianas resistentes
as terapias medicamentosas convencionais®.

O desenvolvimento de cepas microbianas resistentes as terapéuticas
convencionais tem levado a aparicdo das denominadas superbactérias®, uma delas
€ a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus que é considerada um dos micro-
organismos mais perigosos para a saude humana, devido a sua capacidade de
evadir o sistema imune do hospedeiro e resistir as terapias antibiéticas'® (meticilina),
sendo denominado de S. aureus resistente a meticilina (SARM) ou Methicillin
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA). MRSA tem sido associado a infec¢ées
fatais tanto em ambientes hospitalares quanto em comunidades, sendo que essa
bactéria é responsavel por 20% do total das infec¢cdes causadas por S. aureus®.

Em enfermidades, como fibrose cistica e enfermidade obstrutiva cronica dos
pulmdes, foram identificadas colbnias de MRSA associadas ao bacilo Gram-negativo
Pseudomonas aeruginosa, e ambas bactérias s&do consideradas os maiores
patbgenos oportunistas associados a infeccdes hospitalares!!. A fibrose cistica
aumenta a viscosidade das secrecfes e secrecOes digestivas, causando infeccbes
recorrentes. Essas infec¢cdes acometem as vias respiratorias, principalmente os
pulmdes, e estdo frequentemente associadas a biofilme de P. aeruginosa, o que
diminui a funcédo pulmonar e eleva as taxas de morbidade e mortalidade'?. Apesar

de antibioticos inalados serem mais efetivos no inicio da infec¢do, até o momento
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nao ha consenso de qual estratégia antibidtica € a melhor para a erradicacdo da
infeccdo!3. Além disso, P. aeruginosa resistentes a multiplos antibiéticos séo
responsaveis por 22% de pneumonias e 14,7% de infeccbes da corrente
sanguinea'®. As bactérias Gram-negativas resistentes a terapias medicamentosas
convencionais séo responsaveis por 29,3% das infec¢ées da salide humana®®.

Além das bactérias acima mencionadas, outro micro-organismo altamente
relacionado com infec¢cbes sistémicas e hospitalares sdo os fungos do género
Candida®, sendo Candida albicans a espécie mais prevalente que vive como
comensal em diversas regiées do organismo na maioria dos individuos saudaveis?'’.
No entanto, pessoas com prolongados periodos usando antibiéticos, pacientes
imunosuprimidos, esse fungo se transforma em um patégeno oportunista’®, podendo
colonizar mucosas, invadir tecidos e causar infec¢des (candidiase). C. albicans € um
fungo polimérfico, apresentando-se como células leveduriformes (blastéporos)
comensais até células filamentosas, denominadas pseudohifas (septadas) ou hifas
(ndo septadas)!®. Este polimorfismo celular representa uma transicdo para a
patogenicidade das células de C. albicans, pois, na forma filamentar as barreiras
imunologicas do hospedeiro podem ser superadas, favorecendo o aparecimento das
infeccdes'®. Em pacientes imunocomprometidos, a infeccdo bucal pode se prolongar
para o trato gastrointestinal ou para a corrente sanguinea, gerando um quadro de
fungemia. A maioria dos casos de fungemia sdo provocados pelo género Candida
(candidemia)?, e essa infeccéo sistémica apresenta elevada taxa de mortalidade, é
responsavel por longos periodos de internacdo dos pacientes, além de ser uma das
principais infecgGes nosocomiais??. Adicionalmente, o uso de antifingicos tem
levado também ao desenvolvimento de resisténcia de C. albicans e a emergéncia de
espécies ndao-albicans, as quais apresentam menor susceptibilidade aos
antifungicos??.

Diante dos problemas com o uso dos antimicrobianos convencionais, terapias
alternativas capazes de inibir o crescimento microbiano tém sido estudadas, como a
Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (aPDT)?%222 que foi descoberta ha mais de 100
anos a inativacdo de Paramecia caudatum 24, O principio da aPDT envolve um
agente quimico capaz de absorber luz, conhecido como fotossensibilizador (FS),
uma luz de comprimento de onda adequado equivalente ao comprimento de onda de
absorcdo do FS e oxigénio®®. O FS absorve inicialmente a luz, o que excita o seu

estado fundamental para o estado singleto de curta duracdo. O FS no estado
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singleto pode retornar ao seu estado fundamental com a emisséo de luz ou passar
para o estado de tripleto. No estado tripleto, o FS pode retornar ao estado
fundamental, com emissao de luz, ou reagir com moléculas vizinhas na presenca de
oxigénio molecular por meio de dois tipos de reagBes fotoquimicas (tipo | e tipo
”)26‘27_

Na reacao tipo I, ocorre transferéncia de elétrons entre o FS no estado tripleto
e um substrato que, na presenca de oxigénio, produz espécies reativas de oxigénio
(EROS) como ions superoéxido (O2), perdxido de hidrogénio (H2032), radicais hidroxila
(HO") e radicais hidroperoxila (HOO") que séo téxicos as células alvo. O fotoprocesso
tipo Il € um mecanismo de transferéncia de energia que envolve a troca de elétrons
entre o estado de tripleto do FS e o0 oxigénio, que passa do seu estado molecular
fundamental (302) para o estado excitado singleto, capaz de reagir com moléculas
biolégicas, como proteinas, lipideos e acidos nucleicos?’?8. Assim o mecanismo de
inativacdo da aPDT baseia-se no efeito oxidativo das estruturas microbianas apés
aplicacdo do FS e iluminacdo?®. Recentemente, tem-se proposto também a reacéo
do tipo 1ll, com formacéo de radicais livres na auséncia de oxigénio?°.

Alguns FS utilizados com sucesso contra micro-organismos incluem
porfirinas, clorinas, ftalocianinas e compostos naturais como a curcumina (CUR)?26-30,
CUR é um polifenol (diferuloylmetano) derivado da Curcuma longa L, presente no
acafrdo e com propriedades terapéuticas anticancerigenas, antioxidante, anti-
inflamatdrias e antimicrobianas inatas3'. Estudos in vitro®?3* e in vivo®® tem
demonstrado a eficAcia da CUR como FS usando luz azul®?3°. No entanto, a
natureza hidrofébica, instabilidade e baixa biodisponibilidade da CUR® limitam sua
aplicabilidade clinica, uma vez que, para sua diluicdo, sdo necessarios solventes
organicos, tais como dimetil-sulféxido, que em concentracdes elevadas apresenta
toxicidade celular3”:38,

Uma alternativa para veicular substancias hidrofébicas como a CUR consiste
na utilizacdo de sistemas de liberacdo de farmacos, tais como: nanoparticulas
sélidas de lipideo, ciclodextrinas, particulas poliméricas, micelas poliméricas, entre
outros®®. Alugns desses sistemas de liberacdo foram usadas com sucesso para
entrega de CUR contra micro-organismos*®-43, Os nanosistemas permitem a
veiculacdo da CUR em sistemas aquosos, compativeis para uso clinico, além de

protegerem a molécula até esta alcancar o tecido alvo para tratamento, o que
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melhora a estabilidade quimica da substéncia e sua biodisponibilidade, além de
permitir a liberacdo sustentada da substancia®t.

Dentre essas nanoformulac¢des, micelas poliméricas representam um sistema
de liberagcéo de farmacos com vantagens, tais como particulas de tamanho pequeno,
direcionamento para alvos especificos, além de melhorar a solubilidade de drogas
hidrofébicas*4. O poli (etileno-glicol) (PEG) é amplamente usado para sintese de
micelas, uma vez que, por ser um polimero ndo idnico, reduz a agregacdo das
formulagbes e produz, assim, sistemas de liberagdo de farmacos com maior
estabilidade durante o armazenamento e aplicacdo*®. Portanto, CUR em micelas
copoliméricas de PEG podem ser um sistema promissor contra micro-organismos
responsaveis por infeccées nosocomiais.

Apesar das pesquisas com nanoformulacbes serem promissoras para
veiculacdo de farmacos hidrofébicos, poucas dessas pesquisas sdo direcionadas a
fotoinativacdo microbiana3®4/48 possivelmente devido a demorada liberacdo dos
farmacos desses sistemas, o que consequentemente dificulta sua aplicacdo em
aPDT#. Isso ocorre porque ha a necessidade de um longo periodo de pré-irradiacdo
para que o FS seja liberado do sistema e fotosensibilize as células alvo.

As nanoformulacfes estimulo responsivas representam uma alternativa para
melhorar a liberacdo de farmacos dos nanosistemas, pois permitem que o
nanosistema alcance o tecido alvo, onde ocorre a liberacdo do farmaco por meio de
um estimulo externo, como luz, ultrassom, pH, calor, entre outros®®5l. Nas
formulacbes fotoativadas, s&o adicionados iniciantes (cromoforos, como
azobenzeno, cumarina ou o-nitrobenzil) que coadjuvam para que a liberacdo seja
mais rapida®. Dentre os mecanismos de liberacéo por luz, podem ser mencionadas
a fotoisomerizacdo, quebra de ligacbes cruzadas, a oxidagdo induzida por
fotossensibilizacdo, a absorcdo plasmbnica de superficie, a mudanca de
hidrofobicidade fotoquimica®®-52,

Os derivados de nitrobenzil (NB) sdo cromoforos que ganharam atencéo
consideravel como conectores de fotoclivagem tanto para hidrogéis®? quanto para
copolimeros em bloco®3. Pois, podem ser faciimente conjugados com polimeros e
biomoléculas as quais apresentam certa estabilidade em condi¢bes fisioldgicas e
podem ser degradados rapidamente por meio da foto-clivagem®*. No entanto, ao
nosso conhecimento, ndo existem relatos nos quais os compostos PEG e NB

tenham sido utilizados para veiculacéo de CUR.
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Embora existam relatos de fotoinativacdo microbiana com nanoparticulas
ativadas por luz®>°6, a maioria desses estudos empregaram culturas planctdnicas.
Como os biofilmes possuem maior resisténcia as terapias antimicrobianas, a
pesquisa de nanoformulacbes ativadas por luz aplicadas a aPDT contra biofilmes
microbianos torna-se um desafio importante. A ativacdo de nanoformulacdes por luz
para liberacdo do FS é bastante interessante para uma aplicacdo topica da aPDT,
pois permite reduzir o tempo de incubagéo da nanoformulagéo no local da infecgéo

ou contaminacgdo, além de um controle remoto-temporal para liberacdo do FS.
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7 CONCLUSAO

Dentro das limitagdes desta pesquisa pode se concluir:
O sistema micelar foto-ativado facilitou a Iliberacdo de CUR,
adicionalmente foi observada fotoinativacdo microbiana em culturas

planctdnicas de P. aeruginosa, SARM e C. albicans;

O polimero fotossensivel desenvolvido sofreu fotodegradacdo com
irradiacdo UV e foi capaz de formar micelas com tamanho nanomeétrico,

baixo IPD e potencial zeta anidnico;
A aPDT mediada pela CUR em micelas foto-ativadas, apresentou
efetividade na diminuicdo de UFC/mL em culturas planctdnicas de P.

aeruginosa, SARM e C. albicans;

A aPDT promoveu diminuigdo da biomassa dos biofilmes de MRSA e C.

albicans;

O sistema fotoinduzido ndo apresentou citotoxicidade em queratindcitos.
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