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RESUMO

Neste trabalho, ¢ abordado o cancer de mama, neoplasia de alta incidéncia e o subtipo triplo
negativo (TNBC), particularmente agressivo, como desafios globais na saude, apresentando a
Terapia Fotodindmica (TFD) como uma alternativa promissora aos tratamentos tradicionais que
causam efeitos adversos significativos. Neste estudo, nanoparticulas de 6xido de ferro (IONPs)
foram sintetizadas e revestidas com curcumina (IONPs@curcumina), buscando avaliar o
potencial citotéxico e de TFD desse nanocomplexo na linhagem celular MDA-MB-468
(TNBC). A metodologia empregada consistiu na sintese das IONPs por co-precipitagdo quimica
e posterior revestimento com curcumina, utilizando etanol como solvente mais adequado apos
testes de solubilidade. O nanocomplexo foi caracterizado por DLS, UV-Visivel e FT-IR, ¢ a
otimizacio da estabilidade foi determinada em 1 mmol.L! de curcumina e pH 9, condi¢des que
resultaram no melhor revestimento e menor didmetro hidrodindmico. Os ensaios de
citotoxicidade in vitro mostraram que as IONPs@curcumina ndo sao citotoxicas na auséncia de
luz (viabilidade celular > 70%), mas a TFD induziu morte celular significativa (atividade
mitocondrial < 70%) sob irradia¢io de LED 450 nm. A concentragio de 0,5 ng.mL™! resultou
na menor viabilidade celular (41%), confirmando o potencial terapéutico do nanocomplexo e
sugerindo a importancia de pesquisas futuras que alinhem o comprimento de onda do LED a
absor¢ao maxima da curcumina para otimizar a eficacia.

Palavras-chave: CANCER DE MAMA. CURCUMINA. NANOPARTICULAS DE OXIDO
DE FERRO. TERAPIA FOTODINAMICA. CITOTOXICIDADE.



ABSTRACT

This work addresses breast cancer, a highly prevalent neoplasm, and the particularly aggressive
triple-negative subtype (TNBC) as global health challenges, presenting Photodynamic Therapy
(PDT) as a promising alternative to traditional treatments that cause significant adverse effects.
In this study, iron oxide nanoparticles (IONPs) were synthesized and coated with curcumin
(IONPs@curcumin), seeking to evaluate the cytotoxic and PDT potential of this nanocomplex
in the MDA-MB-468 cell line (TNBC). The methodology consisted of synthesizing IONPs by
chemical co-precipitation and subsequent coating with curcumin, using ethanol as the most
suitable solvent after solubility tests. The nanocomplex was characterized by DLS, UV-Visible,
and FT-IR, and stability optimization was determined at 1 mmol.L" curcumin and pH 9,
conditions that resulted in the best coating and smallest hydrodynamic diameter. In vitro
cytotoxicity assays showed that IONPs@curcumin are not cytotoxic in the absence of light (cell
viability > 70%), but PDT induced significant cell death (mitochondrial activity < 70%) under
450 nm LED irradiation. The concentration of 0.5 pg.mL™! resulted in the lowest cell viability
(41%), confirming the therapeutic potential of the nanocomplex and suggesting the importance
of future research that aligns the LED wavelength with the maximum absorption of curcumin
to optimize efficacy.

Keywords: BREAST CANCER. CURCUMIN. IRON OXIDE NANOPARTICLES.
PHOTODYNAMIC THERAPY. CYTOTOXICITY.
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1. INTRODUCAO

O presente trabalho esté estruturado para abordar o cancer como uma urgéncia global de
saude, com foco especial no desafio terapéutico imposto pelo agressivo cancer de mama triplo

negativo (TNBC).
1.1. Sobre o cancer

O cancer, cuja etimologia remonta a palavra grega Karkinos (caranguejo) e foi
primeiramente empregada por Hipocrates por volta de 400 a.C. [1], ¢ uma denominagao para
um conjunto de mais de 100 doengas caracterizadas pela rapida e desordenada proliferacao de
c¢lulas anormais. Esse crescimento celular descontrolado, que se origina de mutagdes nas
informagdes genéticas de células saudaveis, confere a neoplasia maligna a capacidade de

invadir e se espalhar para 6rgdos vizinhos ou distantes do tumor primadrio [2].

Essa patologia ¢ caracterizada por um conjunto de doengas de grande mortalidade
mundial [3], e a previsdo ¢ que se torne a maior causa de morte até 2030 [4]. Analises da
Organizacdo Mundial da Satide estimam que em 2040 ocorrera cerca de 27,5 milhdes de novos

casos ¢ 16,3 milhdes de mortes por cancer [5].
1.2. Cancer de mama

Dentre as neoplasias, o cancer de mama ¢ o mais recorrente em mulheres no Brasil e no
mundo, excluindo o cancer de pele ndo melanoma [6]. Embora o envelhecimento seja o
principal fator de risco, outros elementos como histérico familiar, obesidade, estilo de vida, uso
de contraceptivos orais, estagio da menopausa, tabagismo e consumo de 4lcool também estao

relacionados ao seu desenvolvimento [7-8].

No cenario brasileiro, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) estima 73.610 novos casos
anuais para o triénio 2023-2025, o que representa uma taxa ajustada de incidéncia de 41,89
casos por 100 mil mulheres (Figura 1), sendo a neoplasia de maior incidéncia. Globalmente, a

doenga afeta cerca de 12% da populacao feminina mundial [9].



Figura 1: Representacdo espacial das taxas de incidéncia de neoplasia maligna da mama, por

100 mil mulheres, ajustadas por idade, estimadas para cada ano do triénio de 2023 a 2025, segundo

Unidade da Federagado do Brasil

Taxa por
100 mil mulheres

B 28,90 - 74,79
7] 41,89 - 48,39
[ ]33,92-41,88
[ ]20,0a-33,91

Fonte: Instituto Nacional de Cancer, 2025 [10]

Apesar da possibilidade de diagndstico precoce, o cancer de mama é um dos mais mortais
entre as mulheres [11]. A gravidade da doenga ¢ formalizada em sua classificagdo em cinco
estagios, dos quais o Estagio IV ¢ particularmente critico, caracterizado pela invasdo de 6rgaos
distantes, sendo conhecido como cancer de mama metastatico [12-13]. Dentre os subtipos, o
cancer de mama triplo negativo (TNBC) ¢ particularmente desafiador, pois carece de opgdes de
tratamento direcionadas e apresenta comportamento agressivo, o que resulta em um maior risco

de recorréncia [14-15].



1.3.  Desafios terapéuticos e abordagens promissoras

Os tratamentos tradicionalmente utilizados para o cancer combinam terapias a fim de
atingir melhores resultados [16]. No entanto, eles impdem aos pacientes efeitos adversos
significativos, como anemia, trombocitopenia, neutropenia e complica¢des cardiacas [17-18].
Essas terapias tradicionais frequentemente induzem efeitos colaterais graves, necessitando da

exploracdo de modalidades alternativas [19].

Diante dessas limitagdes, a Terapia Fotodindmica (TFD) surge como um método
terapéutico promissor € ndo invasivo, que apresenta efeitos adversos minimos [20]. A TFD ¢
reconhecida por sua seletividade no direcionamento de células cancerigenas, preservando o
tecido saudavel [21]. O mecanismo dessa terapia envolve a aplicacdo de um fotossensibilizador
(FS) de baixa toxicidade que se acumula preferencialmente no tecido tumoral. Uma vez ativado
por um comprimento de onda de luz, o FS gera espécies reativas citotoxicas de oxigénio (ROS),
as quais levam a destruicao da area cancerosa, desencadeando a apoptose celular e danificando
os tumores [22-25]. Esse tipo de tratamento apresenta alta seletividade de destrui¢do tumoral,
¢ minimamente invasivo ¢ exibe baixa toxicidade no organismo [26-30]. O principio de

funcionamento desta técnica terapéutica ¢ apresentado na Figura 2.
Figura 2: Ilustracdo da resposta imunologica produzida pela terapia fotodinamica (TFD)

sistema
complemento

A
OIL-18 (O)1L-8
OIL-6

células N
sobreviventes )

células neoplasicas _neutrofilos

necrose
7N

do trombo

- linfécitos

Fonte: SANTOS, G. P. (2018) [31]



Neste contexto, a Curcumina, o principal componente do acafrao da terra (Curcuma
Longa Linn) [32-33], ¢ um fotoquimico natural reconhecido por apresentar diversas
propriedades medicinais, incluindo atividades antioxidantes, anti-inflamatorias e,
notavelmente, anticancerigenas [34-36]. A curcumina € capaz de atuar contra o cancer ao inibir
a invasao de tumores e interferir no ciclo celular [37]. Por sua eficacia, a US Food and Drug
Administration (FDA) reconheceu os curcuminodides como "produtos geralmente seguros"

(GRAS) [38].

Apesar do seu potencial terapéutico, a curcumina apresenta limitagdes, como baixa
bioavaliabilidade e baixa estabilidade, bem como baixa solubilidade em dgua e outros solventes
apolares, resultando em ma absor¢do pelo organismo [39-43]. A nanotecnologia, reconhecida
como uma das tecnologias mais importantes do século, oferece um caminho promissor para
superar essas limitagdes, facilitando o desenvolvimento de sistemas avangados de liberacao

para aumentar a eficacia terapéutica e a biodisponibilidade da curcumina [44-46].

As Nanoparticulas de Oxido de Ferro (IONPs) recebem muita atengio do campo
biomédico [47], sendo adequadas para aplicacdes de liberacdo de farmacos devido a sua
biocompatibilidade [48] e propriedades uUnicas, como o superparamagnetismo, a baixa
toxicidade e a possibilidade de modificagdo de superficie [49]. A nanotecnologia torna possivel
o envio da concentracao desejada do agente terap€utico para locais alvos, minimizando danos
em células normais [50]. A adig¢@o de outras drogas anticancer aumenta o potencial antitumoral

das IONPs [51].
1.4.  Justificativa e objetivo

O wuso de nanoparticulas de oxido de ferro revestidas com curcumina
(IONPs@curcumina) apresenta-se como uma solucdo inovadora para ampliar as opg¢des

terapéuticas no TNBC, um subtipo agressivo de cancer de mama [51-52].

Ao associar o efeito fotossensibilizador da curcumina as propriedades das IONPs, o
presente estudo busca avaliar o potencial da TFD e citotoxico desse nanocomplexo na linha

celular TNBC, MDA-MB-468. Desse modo, ao compreender a eficicia dessa nova abordagem



terapéutica, esta pesquisa contribui para o avango das estratégias de tratamento do cancer

fornecendo subsidios para novas abordagens clinicas mais eficazes e acessiveis.

2. MATERIAIS E METODOS

Todas as etapas procedimentais e experimentais foram realizadas no Instituto de Pesquisa
e Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba da Universidade do Vale do Paraiba
(IP&D/UNIVAP). Os locais frequentados foram, Laboratorio de Nanossensores (LNS), Central
Analitica Multiusuarios (CLM), Laboratorio de Fotobiologia Aplicada a Satide (PhotoBioS),
Laboratério de Biologia Celular/Dindmica de Compartimentos Celulares, Laboratorio de
Biologia Celular e Tecidual-Dinamica de Compartimentos Celulares e Laboratério de

Bionanotecnologia.

2.1. Sintese das IONPs

Para o processo de sintese foram adquiridos reagentes da empresa Sigma-Aldrich. A
metodologia foi adaptada do método de co-precipitagdo quimica descrito por Massart (1981) e
Meérida (2015) [53-54], sendo todas as solucdes e diluicdes executadas com dgua ultrapura tipo
I (ISO 3696:1995). A utilizagdo dessa agua justifica-se por sua baixa concentracdo de ions,
presenca minima de particulas e microrganismos, reduzido teor de substancias organicas e
baixo indice de carbono orgénico total, fatores essenciais para garantir o controle qualidade dos

produtos formados e a conformidade com as boas praticas de fabricagao [55-56].

Para o procedimento, 100 mL de dgua previamente desoxigenada sob atmosfera de N
durante 30 min, utilizou-se para preparar solucdes individuais de cloreto de ferro II
(FeClz-4H20) a 0,2 mol-L* e cloreto de ferro III (FeCls-6H20) a 0,4 mol-L*, solubilizadas por
ultrassonicagdo em banho. Posteriormente, nova desoxigenagdo foi conduzida e as solugdes
foram misturadas sob pH controlado entre 8§ e 9, agitagcdo constante de 250 rpm e aquecimento
a 85 °C. A precipitagdo dos o6xidos ocorreu ap6s a adi¢do de 35 mL de hidréxido de amonio
(NH4OH). Apos o arrefecimento do sistema, aliquotas da sintese foram centrifugadas com
descarte do sobrenadante. Em seguida, para a estabilizacdo, adicionou-se citrato de sédio
dihidratado (Na3;Ce¢Hs507.2H20), realizando-se homogeneizagdo em vortex por 30 s, seguido de

sonica¢do com ponteira ultrassonica em banho gelado por 30 min. Por fim, foi realizada a



centrifugacdo das amostras a 1800 rpm por 10 min, sendo o sobrenadante descartado
magneticamente por meio de um ima. O protocolo foi repetido com nova adigao de citrato, mais
30 min de sonicagdo em banho gelado e centrifuga¢ao por 10 min a 2500 rpm, seguido do
descarte por ima do sobrenadante. O esquema apresentado na Figura 3, exemplifica a

metodologia utilizada.

Todas as vidrarias utilizadas nesta fase, sao exclusivas de sinteses de IONPs. Para que o
processo ndo sofresse interferéncias quimicas reativas, essas vidrarias foram previamente
lavadas com agua régia, a fim de eliminar todos os ions presentes, principalmente os ions

metalicos residuais de sinteses anteriores.

Figura 3: Esquema da metodologia utilizada na sintese das IONPs
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Fonte: A autora (BioRender)

2.2.  Diluiciao da curcumina

Foram estudadas algumas condi¢des de diluicdo da curcumina com diferentes solventes,
a fim de se determinar o melhor cenario para a obtengdo de particulas nanométricas. Durante

todo o processo, a curcumina foi manipulada na auséncia de luz, uma vez que o composto ¢
10



sensivel a iluminacao e pode se degradar. A Figura 4 apresenta, de forma esquematica, os passos

do procedimento, seguido durante a execu¢do do experimento.

Primeiramente, pequenas quantidades do p6 de curcumina foram pesadas em tubos
opacos, utilizando uma balanga analitica de alta precisdo, para o preparo das solugdes na
concentragio de 3x102 mol.L!. Essas solu¢des foram preparadas em trés diferentes solventes:

etanol, metanol e DMSO.

Ap6s o preparo, cada solugdo foi diluida em agua (H20) na proporgao 1:1 (v/v) e analisada
por espectroscopia UV-Visivel, com o objetivo de verificar possiveis alteragdes em seu
espectro. Também foram preparadas solu¢cdes em concentracgao final de 1,36 x 102 mol-L™' em

duas condi¢des experimentais:

e Metanol + NaOH (1:1 v/v), sendo o NaOH a 0,1 M;
e Etanol + NaOH (1:1 v/v), também com NaOH a 0,1 M.

A caracterizacdo das solugdes foi realizada por Espectroscopia UV-Visivel e os
resultados obtidos foram plotados para analise. Por fim, o pH de cada solugao foi mensurado

com o auxilio de um titulador automatico.

Figura 4: Esquema da metodologia utilizada no estudo da dilui¢do da curcumina

Etanol

DMSO
— \ L Etanol
Metanol i
‘ DMSO
& Etanol+H20 & Metanol
‘ DMSO+H20 ‘ Etanol+H20
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Etanol+NaOH espectroscopia de UV-visivel
MetanoI+Na0H
Metanol+NaOH )

Fonte: A autora

Medigdo do pH

2.3.  Sintese das IONPs@curcumina

Para a sintese das IONPs@curcumina foram estudadas quatro condigdes experimentais,

variando-se a concentracdo de solucdo curcumina utilizada de Immol.L™! a 4 mmol.L"!, com
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incremento de 1 mmol.L™!, para o revestimento subsequente das IONPs. Os outros parimetros

foram mantidos constantes, sendo eles definidos em estudos realizados anteriormente.

Quanto aos parametros configurados no sonicador de ponteira ultrassonico, a poténcia de
35% corresponde a 192 watts e o pulso 2 corresponde a frequéncia de 20 kHz. As condigdes

experimentais estudadas estdo apresentadas na Tabela 1.

A solugdo curcumina foi preparada em baldo volumétrico utilizando alcool etilico 95%
(P.A./ACS) como solvente. A massa de fotossensibilizante adicionada variou conforme a

concentragdo previamente estabelecida, conforme Tabela 1, para cada solugao.

Tabela 1: Condigdes experimentais estudadas quanto a concentragdo

Concentracio Proporc¢ao Volume Parametros do
da curcumina em volume da solu¢ao Sonicador ultrassonico
/solubilizacio  IONPs: Agua curcumina Tempo/Poténcia/Pulso
(nL)
1 mmol.L! 1:4 10 45 min/ 35% /2
2 mmol.L! 1:4 10 45 min/ 35% /2
3 mmol.L! 1:4 10 45 min/ 35% /2
4 mmol.L! 1:4 10 45 min/ 35% /2

No protocolo estabelecido para a sintese das IONPs@curcumina, foram adicionados 500
puL de IONPs a 5 mL de solugao de curcumina, submetendo a mistura a sonicacdo com ponteira
ultrassonica. Esse processo, ao aplicar vibragdes de alta intensidade, promove a fragmentagao
das particulas em dimensdes menores, favorecendo as intera¢des superficiais e a formacao de

estruturas em escala nanométrica.

As amostras passaram por um processo de purifica¢do, a fim de remover a curcumina nao
aderida as IONPs. Para isso, empregou-se inicialmente a centrifugacao, seguida do descarte do

sobrenadante e da ressuspensao no solvente.

Por fim, as IONPs recobertas com curcumina (IONPs@curcumina) foram ressuspensas
em agua ultrapura, de modo a ampliar suas possibilidades de aplicacdao. Todo esse processo

metodologico esta esquematizado na Figura 5.

12



Figura 5: Esquema da metodologia utilizada na sintese das IONPs@curcumina

ETAPA 1: Preparagao da solugdo curcumina
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- sobrenadante em agua
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Fonte: A autora (BioRender)
2.4.  Caracterizacio das nanoparticulas

As sinteses das nanoparticulas de oxido de ferro (IONPs) e sua subsequente
funcionalizagdo com curcumina foram caracterizadas por espectroscopia UV-Visivel,
utilizando um espectrofotometro DeNovix DS-11. O procedimento de medigao foi iniciado com
a obtencdo de um background (branco), realizado com a pipetagem de 2 pL de 4gua no pedestal.
Em seguida, as amostras foram quantificadas, utilizando o mesmo volume. Todas as analises
foram conduzidas em um ambiente com iluminagdo reduzida para evitar a degradacdo da

amostra.

O diametro hidrodindmico e Potencial Zeta das amostras foram avaliados por meio da
técnica de Espalhamento Dindmico da Luz (DLS, do inglés Dynamic Light Scattering), com o
equipamento ZetaSizer Nano ZS90 da Malvern. A distribui¢do de tamanho das particulas foi
verificada no modo "Size", utilizando cubetas de poliestireno. Os resultados foram obtidos a
partir da média de trés analises por amostragem. Os dados gerados foram exportados e plotados

com o auxilio do software OriginPro 8.5.
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A espectroscopia FT-IR foi realizada em um equipamento Perkin Elmer Spectrum 400,
acoplado a um acessorio de Reflectancia Total Atenuada (ATR) com cristal de diamante. Os
espectros foram adquiridos com 10 varreduras, na faixa espectral de 4000 a 450 cm™, com uma
resolucao de 4 cm™'. Para a analise, as amostras foram pipetadas no pedestal do ATR e secas
com um jato de ar purificado, isento de vapor de dgua e CO.. O background foi obtido em

atmosfera ambiente com a superficie do ATR limpa.
2.5.  Cultivo celular

A linhagem celular MDA-MB-468, um adenocarcinoma mamadrio humano triplo-
negativo proveniente do Banco de Células do Rio de Janeiro (BRCJ), foi cultivada em meio de
cultura apropriado, em frascos estéreis de polipropileno de 25 cm?. A cultura foi mantida em
uma estufa de crescimento a 37 °C, com 95% de umidade e sem a adi¢cdo de CO2.. O meio foi
renovado a cada dois dias, e as células foram subcultivadas a cada 25 dias, ap6s a tripsiniza¢ao
com solu¢do de Tripsina-EDTA 0,25%. Todos os experimentos com a linhagem MDA-MB-

468 foram realizados em triplicata.
2.6. Ensaio de citotoxicidade e de terapia fotodinamica (TFD)

A viabilidade celular da linhagem MDA-MB-468 foi determinada pelo método
colorimétrico com o reagente MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil) tiazol-2-il-2,5-difenil
tetrazolio; Sigma Aldrich, M5655). O método avalia a atividade mitocondrial através da
reduc¢do do sal de tetrazolio e da subsequente formacao de cristais de Formazan, que apresentam
absorcdo em 570 nm. A absorbancia foi mensurada em triplicata utilizando um
espectrofotometro Synergy HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek Instruments,
EUA), localizado no Laboratério de Bioquimica Aplicada a Engenharia Biomédica

(IP&D/UNIVAP).

Para o ensaio de TFD, 1 x 10° células.mL"! da linhagem MDA-MB-468 foram plaqueadas
em uma placa de 96 pogos contendo meio de cultura completo. Apos 24 horas, o meio foi
substituido por uma solu¢ido de IONPs@curcumina, que permaneceu em contato com as células
por 2 horas, em condigdes de cultivo padrao. Apds a incubagao, o meio foi removido e 0s pogos
lavados com solugdo salina tamponada (PBS). Um novo meio de cultura completo foi
adicionado. A 1irradiagdo foi conduzida no Laboratério de Terapia Fotodinamica

(IP&D/UNIVAP) com o equipamento Irrad-LED (Biopdi), que emite luz no comprimento de
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onda de 450 nm, com poténcia de 25 mW e dose de 25 J/cm? A placa de 96 pocos foi

posicionada a uma distancia de 1,5 cm da fonte luminosa.

A Figura 6 ilustra o arranjo experimental da TFD, mostrando o equipamento utilizado (a)
e 0 esquema de preenchimento da placa de 96 pocos (b). As condigdes experimentais, incluindo
as concentragdes de IONPs@curcumina em cada poco e o grupo controle (C), estdo detalhadas
na Tabela 2. Para a leitura da placa e a posterior andlise estatistica, foi adicionado DMSO ao

final do experimento.

Figura 6: TFD: a) equipamento utilizado para irradiag@o da placa; b) Modelo de como a placa

de 96 pogos foi preenchida
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Fonte: A autora

Tabela 2: Esquema da placa 96 pogos utilizada nos ensaios de citotoxicidade e TFD

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,5 05 0,5 C C C
B 2 2 2 DMSO DMSO DMSO
C 3,5 35 35
D 5 5 5
E 20 20 20
F
G
H

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. Sintese das IONPs
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A caracterizagdo das nanoparticulas de 6xido de ferro foi realizada por meio de duas
técnicas complementares, conforme Figura 7. A espectroscopia UV-visivel foi empregada para
identificar a banda de absor¢ao caracteristica das nanoparticulas, enquanto a técnica de DLS foi

utilizada para determinar o tamanho hidrodinamico e avaliar sua distribui¢ao em suspensao.

Figura 7: Caracterizacao das IONPs: a) espectro UV-visivel, b) DLS
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Fonte: A autora

A Figura 7a evidencia que a banda de absorcdo caracteristica das IONPs estd centrada
entre 350 e 400 nm, indicando que € neste intervalo que as nanoparticulas absorvem maiores
quantidades de luz. A maneira como as nanoparticulas interagem com a luz ¢ determinada por
suas caracteristicas, como o formato e o diametro. Isso provoca uma variagdo em sua
Ressonancia Plasmonica de Superficie, alterando os comprimentos de onda que elas conseguem

absorver a luz [57].

A andlise por DLS, por sua vez, revelou uma distribuicdo bimodal dos tamanhos
hidrodindmicos, indicando a presenca de duas populagdes distintas de particulas com diametros
aproximados de 400 nm e 2000 nm. Essa bimodalidade sugere uma fraca estabilidade coloidal,
possivelmente devido a tendéncia das nanoparticulas em formar agregados, o que compromete
sua dispersdao uniforme em meio liquido [58]. A predominancia de particulas na faixa
micrométrica indica que o material obtido ndo se enquadra na defini¢do de nanoparticulas, uma
vez que, segundo Kumar et al. (2010), as [ONPs devem apresentar dimensdes inferiores a 300

nm [59].

Dessa forma, para garantir que as particulas permanecam em escala nanométrica e

apresentem comportamento coloidal estavel, torna-se essencial a aplicagdo de um processo de
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estabilizacdo. Esse procedimento evita a aglomeragdo e o crescimento das particulas,
preservando suas propriedades fisico-quimicas e funcionais. No presente estudo, a estabilizagao

foi realizada por meio do revestimento com curcumina.

3.2.  Diluicdo da curcumina

Antes da determinagdo da concentracdo de curcumina por curva de calibragdo, foram
realizados testes preliminares com o objetivo de identificar o solvente mais adequado para a
dilui¢do do pd. Para isso, a curcumina foi solubilizada em diferentes meios: etanol, metanol,

DMSO, etanol+agua, metanol+agua, DMSO+agua, etanol+NaOH e metanol+NaOH.

Observou-se que, nas tentativas com solugao contendo agua, ndo houve solubilidade ou
esta foi muito baixa, indicando que esses solventes ndo eram apropriados. Para os demais
sistemas que apresentaram solu¢des homogéneas, procedeu-se a analise espectrofotométrica em
UV-Visivel. Os resultados evidenciaram que as melhores condi¢des de solubilizagdao do
fotossensibilizador ocorreram em etanol e em metanol+NaOH, ao mostrar ondas com picos
estreitos, conforme Figura 8. Esse resultado confirma o que foi dito por Bhat et al. [34] e
Rathote et al. [35], ao afirmarem que a curcumina ¢ uma molécula hidrofobica que apresenta

melhor solubilidade em solventes polares como etanol, metanol e DMSO [34-35].

Apesar do seu potencial terapéutico, a curcumina apresenta limitagdes, como baixa
bioavaliabilidade e baixa estabilidade, bem como baixa solubilidade em dgua e outros solventes
apolares, resultando em ma absor¢ao pelo organismo [39-43]. A nanotecnologia, reconhecida
como uma das tecnologias mais importantes do século, oferece um caminho promissor para
superar essas limitagdes, facilitando o desenvolvimento de sistemas avancados de liberacao

para aumentar a eficacia terapéutica e a biodisponibilidade da curcumina [44-46].

De acordo com a Oliveira et.al. (2021), a curcumina em meio acido e neutro apresenta
coloracdo amarelada e em meio alcalino coloragdo avermelhada. Quando a curcumina ¢
solubilizada em meio neutro polar, a sua banda de absor¢ao fica centrada em 420 nm, ao passo
que em meio alcalino a banda se aproxima de 463 nm [60-61]. Para compreender a natureza do
pH de cada um desses meios, foram realizadas medigdes, associadas ao comprimento de onda
de cada um. Essas medidas mostraram que na dilui¢do em etanol (423 nm) o meio possui um

pH de 5,5, ao passo que em metanol+NaOH (460nm) o pH ¢ 10,3.
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Figura 8: Andlise do espectro de UV-visivel da curcumina dissolvida em etanol e

metanol+NaOH
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A principio, essas constatacdes ndo esclarecem qual o melhor solvente, porém ja norteiam
um caminho promissorio na decisdo ao mostrar que um dos solventes apresentou um menor
alargamento da curva, indicando melhor dilui¢do do fotossensibilizador. Isso pode ser melhor

observado analisando a largura a meia altura do pico de absor¢cao (FWHM).

A FWHM da curcumina, parametro utilizado para avaliar a qualidade da solubilizagao,
foi de 77,98 para o meio contendo etanol e 103,98 para o meio contendo metanol+NaOH,
conforme ilustrado na Figura 9. A avaliagdo da FWHM constitui um parametro essencial para
avaliar a dispersdo e a defini¢do de um sinal espectral, como no caso de espectros de luz.
Valores reduzidos de FWHM indicam curvas mais estreitas, o que esta associado a maior
seletividade espectral e melhor isolamento do sinal, refletindo em maior nitidez, pureza e

resolugdo do sistema analisado [62-63].

Para a constru¢do da curva de calibragdo, foi empregada a técnica de diluicdo seriada em

dez etapas (10 pontos), utilizando o coeficiente de Pearson.

O coeficiente de correlacdo de Pearson ¢ amplamente empregado por pesquisadores e
cientistas para avaliar a relagdo entre duas variaveis, permitindo identificar o grau de associagao
entre elas por meio do valor de r. Esse coeficiente varia de -1 a 1, de modo que valores proximos
de 1 indicam forte correlagdo positiva, valores proximos de -1 indicam forte correlagdo negativa
e valores proximos de 0 sugerem baixa ou inexistente correlacdo linear entre as varidveis

analisadas [64-65].
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Figura 9: Largura a meia altura da solugdo de curcumina com etanol (a) e metanol + NaOH (b)
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A reta obtida utilizando etanol como solvente (Figura 10a) foi construida a partir de uma

concentragio inicial de 700 pg.mL! de curcumina, enquanto a reta preparada em metanol +

NaOH (Figura 10b) teve concentracdo inicial de aproximadamente 247 pug.mL!. Apds a

plotagem e o ajuste dos dados experimentais, os dois primeiros pontos foram desconsiderados

a fim de melhorar o coeficiente de correlagao (r), aproximando-o de 1.

A aplicacdo da Lei de Lambert-Beer foi realizada na regido linear da curva, onde ha

proporcionalidade direta entre absorbancia e concentragdo de curcumina, permitindo sua

posterior utilizagdo na quantificagdo da funcionalizagdo das nanoparticulas de 6xido de ferro.

A partir da equagdo da reta obtida para cada solvente, ¢ possivel identificar qual a concentragao

de curcumina em um determinado comprimento de onda, e vice-versa.

Figura 10: Curvas de calibragdo da curcumina diluida em etanol (a) € metanol + NaOH (b)
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Os resultados evidenciam que a diluicdo em etanol apresenta uma faixa de correlagdo
linear mais ampla, com a banda de absor¢do centrada em 424 nm, regido caracteristica da
curcumina, indicando que esse solvente ¢ o mais adequado para os ensaios. A equacao de
correlagio obtida foi y = -0,436 + 0,086x, em que x representa a concentragdo (ug.mL ') ey a

absorbancia no comprimento de onda de 424 nm. O Coeficiente de Pearson (r) foi de 0,998.

3.3. Sintese das IONPs@curcumina

3.3.1. Analise da incorporacio de curcumina

A curcumina exibe tautomeria, existindo em equilibrio entre as formas ceto-endlica e
endlica. O ambiente de sintese influencia esse equilibrio: o meio alcalino favorece a
desprotonacao, deslocando o equilibrio tautomérico para a forma enoélica (Figura 11b). Em
contraste, a estrutura ceto-endlica (Figura 11c) ¢ mais estavel e predominante em meio acido
[60]. A estrutura predominante no momento da conjugacdo pode influenciar os grupos

funcionais que efetivamente se ligam a superficie.

Figura 11: Molécula de curcumina - Protons ionizaveis (a), Tautdmeros enolico (b) e ceto-

endlico (c)
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Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, D. E. T. B. et.al (2021) [60]
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A conjugagdo da curcumina as IONPs ¢ tipicamente mediada pelos grupos funcionais
presentes na molécula, como as hidroxilas fenolicas (—-OH), carbonilas (C=0) e grupos metoxi
(-OCH3) [66]. Tais grupos permitem interagdes com a superficie das nanoparticulas,

englobando ligacdes de coordenagao, forgas eletrostaticas e outras interagdes superficiais.

A incorpora¢do da curcumina nas IONPs foi confirmada por meio de FT-IR, conforme
detalhado no espectro da Figura 12, que permitiu a comparag¢ao da composicao quimica das
amostras. Para a leitura, foram realizadas 10 varreduras. No FT-IR, o espectro das
IONPs@curcumina revelou uma ligeira alteragdo nas frequéncias vibracionais em comparagao
com a curcumina pura, o que sugere a interagdo entre a molécula e a superficie do 6xido de

ferro. Esses dados foram representados na Tabela 3.

Figura 12: Espectros de FT-IR das amostras de curcumina em pod, das [ONPs sem

funcionalizagdo e das IONPs@curcumina
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Tabela 3: Desvios das frequéncias vibracionais entre curcumina pura e [IONPs@curcumina

Vibracao da Vibracao de Atribuicao Implicacdo da  Referéncia
Curcumina IONPs@curcumina Vibracional Mudanga
Pura (cm™) (cm™)
1591 1586 Alongamento do anel ~ Sugere interagdo [67]
aromatico (C-C)
1510 1510 Alongamento C=0 e Permaneceram [67]
curvatura CC=0 inalterados
1277 1277 Curvatura no plano (C-  Permaneceram [67]
C-H, C-C-C ¢ C-O-H) inalterados
1161 1166 Curvatura fora do Sugere interagao [67]

plano (CH3) e C—-C-H
do anel aromatico

- 572 Ligagao Fe-O do d6xido Confirma a [25]
de ferro presenca das
IONPs

Fonte: A autora

A andlise espectroscopica de infravermelho revelou que os modos de vibragdo da
curcumina em 1510 e 1277 cm™ permaneceram inalterados apos a funcionalizagdo. Contudo,
observou-se uma variacdo significativa nos modos vibracionais do anel aromatico, com
alteragdes nos picos de alongamento e flexdo em 1591 e 1161 cm’!, os quais foram levemente
deslocados para 1586 e 1166 cm™!, respectivamente [67]. Essa modificacdo nos modos de
vibragdo sugere a ocorréncia de interagdes entre o anel aromdtico e a superficie da

nanoparticula.

Acredita-se que essa interacdo cause uma redistribuicdo da densidade eletronica no anel,
0 que, por sua vez, altera as forcas de ligacdo e justifica as variacOes nas frequéncias
vibracionais de alongamento e flexdo aromaticas [68]. E relevante notar que a banda em 572
cm’! é caracteristica da ligagio Fe—O do 6xido de ferro, tipicamente localizada na faixa de 500—

635 cm™! [25], confirmando a presenca das IONPs na formulag3o.

Adicionalmente, para estimar a eficiéncia da incorporagdo do fotossensibilizador as
nanoparticulas, foi realizada a espectroscopia UV-visivel do sobrenadante, obtido apds a
centrifugacdo de uma aliquota das IONPs@curcumina. Esse processo de centrifugagdo atua
como uma separagao fisica, isolando as nanoparticulas do material nao ligado que permanece

no sobrenadante [69-70], conforme ilustrado na Figura 13.
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Figura 13: Espectro na regido do UV-vis do sobrenadante das IONPs@curcumina
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Fonte: A autora

Uma maior absorbancia do sobrenadante indicaria uma maior perda de curcumina durante
as etapas de lavagem. O espectro obtido, contudo, exibiu baixissima absorbancia, indicando
que uma quantidade minima de curcumina livre permaneceu em solugao apos as etapas de

lavagem. Este resultado evidencia a elevada taxa de conjugacdo da curcumina as [ONPs.
3.3.2. Estabilidade da solucio coloidal em func¢do da concentracio

Apos confirmacao da incorporagdo da curcumina nas nanoparticulas, foi estudada qual a
concentracdo ideal do fotossensibilizador capaz de promover a maior estabilidade das

IONPs@curcumina.

Para isso, quatro preparacdes distintas, variando a concentragdo de curcumina de 1 a 4
mmol.L!, com incrementos de 1 mmol.L!, foram sistematicamente investigadas, conforme
apresentado na Tabela 1. Cada amostra foi submetida a analises de DLS para medir o tamanho

hidrodindmico e o potencial zeta. Os resultados foram apresentados na Figura 14.

A avaliacdo das diferentes concentragdes revelou que o tamanho hidrodinamico
apresentou flutuagdes em resposta as variagdes de concentragdo de curcumina. Em relagdo ao

potencial zeta, todas as amostras se enquadraram na faixa de instabilidade (entre -30 e +30 mV)
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[71]. Contudo, ressalta-se que o potencial zeta e o consequente estado de estabilidade podem

ser ajustados posteriormente, por meio da otimizacdo do pH do meio.

Figura 14: Correlagdo entre concentracao (eixo x), tamanho hidrodinamico (a) e potencial zeta
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Fonte: A autora

Dessa forma, o fator determinante para a selecao da concentragao ideal foi a eficiéncia de
incorporagao do fotossensibilizador ligado as IONPs, estudado em paralelo. A concentragdo de
1 mmol.L"1 resultou na maior quantidade de fotossensibilizador presente na suspensao final,
um indicativo de maior eficiéncia de incorporagdo da curcumina na superficie das

nanoparticulas.

Considerando o conjunto total dos dados, a concentragdo de 1 mmol.L"1 foi identificada
como a mais favoravel. Nesta condicdo, embora as dimensdes das nanoparticulas tenham
sofrido flutuagdes aceitdveis e o potencial zeta estivesse na zona de transicdo, o ganho
significativo na quantidade de fotossensibilizador incorporado/ligado sugere que 1 mmol.L"!
proporcionou o revestimento ideal das IONPs com curcumina, indicando a maior taxa de
funcionalizacdo. Por conseguinte, essa concentracdo foi selecionada como a condig¢do 6tima

para as etapas subsequentes do estudo.
3.3.3. Estabilidade das IONPs@curcumina em fun¢io do pH do meio

Apos a definicdo da concentracdo 6tima de 1 mmol.L™!, o estudo procedeu a determinacio

do pH ideal do meio, visando mitigar a instabilidade coloidal observada. A investiga¢do foi
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realizada mantendo a concentragdo de 1 mmol.L™!' e variando o pH do meio em uma faixa de 4

a 9, conforme ilustrado na Figura 15.

A estabilidade coloidal foi avaliada prioritariamente pelo potencial zeta. O grafico (Figura
15b) tipicamente apresenta uma regido de instabilidade coloidal entre -30 ¢ +30 mV, onde a
repulsdo eletrostatica ¢ minima e a aglomeragao das particulas ¢ favorecida [54]. O tinico ponto

que nao se encontra dentro dessa regido ¢ o de pH 9.

Além do potencial zeta, o tamanho hidrodindmico da particula foi um fator crucial na
determinagdo da condicdo 6tima, uma vez que dimensdes reduzidas sdo altamente desejaveis

para a adequacgdo das nanoparticulas em aplicagdes diagndsticas e terap€uticas [72].

Figura 15: Correlagdo entre o pH do meio, tamanho hidrodinamico e

potencial zeta para a concentragio de 1 mmol.L™!
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Na Figura 15a, o intervalo em que o pH estava entre 5 e 6 resultou em maiores
aglomerados de IONPs@curcumina. Esse fendmeno pode ser atribuido a aproximagdo do
potencial zeta ao ponto isoelétrico (PEI), em que a carga superficial da nanoparticula é neutra.
Os resultados indicaram que a estabilidade das nanoparticulas foi notavelmente maior em pH
elevados. A manutengdo de um pH alcalino, como 9, confere maior estabilidade [73], pois a
menor concentragdo de cations H' na solu¢do (em contraste com meios acidos) facilita a

estabilizacdo das nanoparticulas.

Com a determinacao da concentragao e do pH mais adequados, a investigagao seguiu para
a avaliacdo in vitro da citotoxicidade e da TFD das IONPs@curcumina em células de cancer
triplo-negativo (TNBC). Para isso, foram empregadas cinco concentra¢des distintas do
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composito em um tempo de incubacdo fixo de 2 horas, seguindo a diretriz ISO 10993-

5:2009(E0) — norma que trata de ensaios de citotoxicidade em vitro.

3.4. Ensaio de citotoxicidade e de terapia fotodinamica (TFD)

Os ensaios de citotoxicidade e TFD foram conduzidos in vitro na linhagem celular MDA -
MB-468 (TNBC), utilizando placas de 96 pocos. Inicialmente, um teste piloto de citotoxicidade
foi realizado com duas concentracdes distintas de IONPs@curcumina, submetidas a duas horas
de incubag¢do. Um grupo controle, composto apenas por células da linhagem MDA-MB-468,
foi incluido para fins de comparacdo. Para uma andlise mais precisa, o ensaio foi expandido

para cinco concentragdes de IONPs@curcumina.

Conforme a norma ISO 10993-5:2009(E) [74], uma viabilidade celular inferior a 70% ¢
considerada indicativa de potencial citotoxico. Este critério esta diretamente relacionado ao
funcionamento das mitocondrias, organelas essenciais para a geragdo de energia metabdlica
celular [75]. A citotoxicidade ocorre, frequentemente, pela desregulacio da homeostase
mitocondrial, que leva a um desequilibrio significativo na producao e eliminacdo de Espécies
Reativas de Oxigénio (ROS). Quando a taxa de produgdo de ROS excede a capacidade
regulatoria dos antioxidantes, estabelece-se o quadro de estresse oxidativo, que induz uma série
de respostas celulares, culminando na morte celular [76-78]

Os resultados da Figura 16 demonstram que todas as amostras apresentaram viabilidade
superior ao limite estabelecido pela ISO 10993-5:2009(E), indicando que as nanoparticulas nao

sdo citotoxicas nas concentragdes e tempo de incubacgao testados.
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Figura 16: Ensaio de viabilidade celular das IONPs@curcumina em diferentes concentragdes e

tempo de incubagao de 2 h, grupo sem irradiagdo. O grupo controle é composto apenas por células.

I Controle [ 2 horas
L T T T T

Atividade mitocondrial (%)

0.5 ug/mL 2 ug/mL 3.5 ug/mL 5 ug/mL 20 ug/mL
Concentragao (ug/mL)

Fonte: A autora

A andlise desses resultados sugere que o aumento na concentracao de IONPs@curcumina
esta associado a uma maior viabilidade celular, o que, por sua vez, reflete um menor potencial
citotoxico e maior compatibilidade dessa droga com as células.

Além dos estudos de citotoxicidade, a TFD foi investigada utilizando as nanoparticulas
em diferentes concentracdes € com um tempo de incubacdo fixo de duas horas na mesma
linhagem celular. A fonte de luz empregada foi um LED com comprimento de onda de 450 nm.

A determinagdo do comprimento de onda utilizado baseou-se na banda de absor¢do
caracteristica da curcumina diluida em etanol no espectro UV-vis, que se encontra em 423 nm,
conforme ilustrado na Figura 17, bem como na disponibilidade de equipamentos no
[P&D/UNIVAP. Portanto, o equipamento selecionado foi aquele que operava com um valor de
irradiag@o mais proximo do pico de absor¢do da curcumina.

Os resultados apresentados na Figura 17 indicam que a terapia foi eficaz para o tempo de
incubagdo testado, uma vez que a atividade mitocondrial das células irradiadas ficou bem
abaixo do limite de 70%, indicando morte significativa das células cancerigenas, de acordo ao

estabelecido pela ISO 10993-5:2009(E).
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Figura 17: Ensaio de viabilidade célular das IONPs@curcumina em diferentes concentragdes e
tempo de incubacao de 2 h, irradiada com LED 450 nm. O grupo controle ¢ composto apenas por

células.

I Controle [l 2 horas
T T T T T

100
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] ] ]

Atividade mitocondrial (%)

N
o
1

0.5 ug/mL 2 ug/mL 3.5 ug/mL 5 ug/mL 20 ug/mL

Concentragao (ug/mL)

Fonte: A autora

4. CONCLUSAO

A sintese bem sucedida de nanoparticulas de 6xido de ferro (IONPs) e a mitigagdo de sua
instabilidade intrinseca foram alcancadas neste estudo por meio da estabilizagdo com
curcumina. A otimizacdo do processo de enriquecimento das IONPs com curcumina, através
de uma investigacao sistemadtica, estabeleceu o etanol como o solvente mais adequado.

A avaliacdo da concentracdo da solucdo etandlica de curcumina para o revestimento das
IONPs indicou que 1 mmol.L™! é a concentragio ideal para promover maior estabilidade, em
comparagao com outras concentragoes testadas. Adicionalmente, a investigagao da estabilidade
em funcdo da variagdo do pH do meio, na faixa de 4 a 9, utilizando a caracterizacao por DLS,
demonstrou que as IONPs@curcumina exibiram maior estabilidade no pH mais elevado, ou
seja, pH. O aumento no pH foi responsavel pela redug¢do do didmetro hidrodinamico, um fator
que ndo so6 indica maior estabilidade, mas também aprimora as caracteristicas das
nanoparticulas de ferro.

Os ensaios de citotoxicidade e Terapia Fotodindmica (TFD) foram conduzidos na
linhagem celular de cancer de mama triplo-negativo (TNBC, MDA-MB-468) em conformidade
com as diretrizes da ISO 10993-5:2009(E). Na auséncia de irradiagdo, as IONPs@curcumina
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ndo se mostraram citotoxicas. Em contraste, os testes de TFD apresentaram resultados
promissores, com a atividade mitocondrial inferior a 70%, indicando indu¢do de morte celular.

De modo mais especifico, observou-se que a concentragdo de 0,5 ug.mL! resultou na
menor viabilidade celular (41%) apods 2 h de incubagdo, seguida da irradiacdo, o que demonstra
o maximo dano induzido as células cancerigenas. Diante disso, e considerando que neste estudo
a irradiagdo foi feita a 450 nm, sugere-se a aplicacdo de um LED com comprimento de onda
mais alinhado a banda de absor¢ao méaxima da curcumina (423 ou 424 nm) para potencializar
a eficacia terapéutica.

Embora as descobertas evidenciem o potencial das IONPs@curcumina como um
tratamento seguro e eficaz para otimizacao e investigacdo adicional no tratamento do cancer,

pesquisas futuras sdo necessarias para a compreensao completa da cinética de captagao celular.
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APENDICE

Modelo dos equipamentos utilizados:

- Cubeta capilar com eletrodos: DTS1070, Malvern

- Cubeta de Poliestireno: ZENO0118, Sarstedt

- Dispersao Dinamica da Luz: ZetaSizer Nano ZS90, Malvern

- Espectrofotometro FT-IR: Perkin Elmer Spectrum 400

- Espectrofotometro UV-visivel: DS-11, DeNovix

- Estufa de Crescimento: série 8000, Thermo Scientific

- Leitor de Placas: Synergy HT Multi-Detection, BioTek Instruments
- Sonicador de Ponteira Ultrassonico: QR 500, ECO-SONICS

- Titulador Automatico: Titrino Plus 848, Metrohm
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CIENCIAS BASICAS E O DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL:

ANALISE DA EDLDRA[;AO E DA BANDA MAXIMA DE ABSORCAO DA
CURCUMINA EILUIDA COM RELAGAO AO PH DO MEIO

Virginia Rezende Ferreiral, Leandro José Raniero?

"Universidade do Vale do Paraiballnstituto de Pesquisa & Desenvolvimento, &venida Shishima Hifumi,
2911, Urbanova - 12244-000 - S0 José dos Campos-SP, Brasil, virginia.rezendefi@gmail.com,
Iranierc{@ univap. br

Resumao

A curcumina & um composto natural derivada dos rizomas da Curcuma fonga, considerada como
“produto seguro” pela FOA. E um fotoquimico que possui diversas propriedades associadas na area
da salde, antimicrobianas, anti-inflamatorias, antioxidantes, anticancerigenas e de cicatrizagio de
feridas, s&o algumas delas. Além disso, também pode atuar como indicador cido-base por meio da
mudsanga de coloragdo, ficando amarelada em solugbes &cidas e neutras e, avermelhada em
solugdes alcalinas. O valor de pH de solugdes de curcumina esta diretamente relacionado & banda de
absargao no especiro o UN-visivel. Diante disso, o objetivo deste trabalho & determinar os valores de
pH & &s bandas de absorgo da curcumina eluida em sclugies polares de etanol, metancl & DMS0
puros, em solugdes de etanol+agua, metancl+-agua e DMS0+agua, todos em uma concentragio na
prc:pu::rgs'i:- de 1:1, e em Eclugxﬁes de etamoH-NaOH (0,1M) e metanckMaOH (0,1M), e assim, verificar
se o comportamento das bandas de absorgio encontradas estdo consistentes com & literatura.

Palavras-chave: curcumina, pH, indicador acido-base, Ul -visivel
Area do Conhecimento: Cigncias Exatas e da Termra - Quimica

Introdugio

A clrcuma, tambeém conhecida como agafrSe da terra, & derivada dos rizomas da planta Clmreuma
lorrga, que tem como principal componente a curcumina, com esirutura molecular representada na
Figura 1. Dentre os indmeros foloquimicos de origem natural, & curcumina tem chamado a atencdo
em estudos por suas atividades antimicrobianas, anti-inflamatcrias, antioxidantes, anticancerigenas e
de cicatrizagdo de feridas, além de ser considerado como “produto segura”™ pela Administragdo de
Alimentos e Medicamentos dos EUA (do ingkes, Food and Drug Administration, FDA) (ELBIALY;
ABOUSHOUSHAH; ALSHAMMARI, 2018).

Figura 1 - Representacdo da planta, rizoma e po da Circuma Longa e a estrutura mobecular da curcuming.

0

Caorquma fsopo plant Fhvarnet ard prraden

Fonte: MOKGALABONI, et al (2021).

A curcuming pode atuar como um indicador natural de pH, no gual, guando em meios &cidos e
meutros possuem coloragdo amarelsda, entretanto, em meios alcalinos toma-se avermelhada
(OLIVEIRA et.al., 2021). Alem disso, a caracterizagéo da curcuming por Espectroscopia de UV-Visivel

XXV Encontro Lating Americang de Iniciagao Cientifica, XXl Encontro Lating Americano de Pés-Graduagaoe
¥l Encentro de Iniciagdo 4 Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba - 2022
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Sintese e caracterizaciao da estabilidade coloidal de
nanoparticulas de oxido de ferro funcionalizadas
com curcumina

Virginia Rezende Ferreira!*, Marcela Aparecida Candido?. Leandro Raniero’.
*virginia rezendef{@ gmail com

As nanoparticulas de oxido de ferro possuem muitas aplicacdes, que siio potencializadas pela
funcionalizacio da superficie por meio de moléculas de interesse. Dentre as substancias
biocompativels, a curcumna € um composto natural com diversas propriedades terapéuticas,
podendo ter efeitos citotoxicos em células tumorais malignas. Neste trabalho, as nanoparticulas
de oxido de ferro (IONPs) foram sintetizadas e revestidas com curcumina (IONPs@curcumina)
. seguida da caractenizacdo, mensurando a estabilidade em diferentes concentracdes de solucéo
curcumina e pH do meio. As [ONPs foram sintetizadas adaptando-se o método de co-
precipitacio. Enquanto, que as IONPs{@ curcumina foram sintetizadas em seis concentragdes
diferentes adicionando aliquotas de JONPs em solucdes etandlicas de curcumina. As amostras
foram caracterizadas por espectroscopia UV-visivel e Espalhamento de Luz Dinamico, a fim
de aferir a condigio expernimental otimizada de maior estabilidade coloidal. Apos esse processo,
a estabilidade IONPs(@curcumina otimizada fo1 estudada em funcio do pH do meio. na faixa
de 2 a 10. Os resultados mostraram que as IONPs apresentaram tamanhos micromeétricos, sendo
necessaria sua estabilizacio para a reducio dos aglomerados confirmados por DLS; as
IONPs@curcumina apresentaram melhor estabilidade e melhor dispersio do tamanho
hidrodmamico em pH 9 e 10 quando na concentragio de 1  mM.

Apoio: [P&D, FAPESP, Univap).

123 Universidade do Vale do Paraiba
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AVALIACAO IN VITRO DA CITOTOXICIDADE E TERAPIA FOTODINAMICA DAS
IONPS@CURCUMINA NA LINHAGEM CELULAR MDA-MB-468

Virginia Rezende Ferreira, Marcela Aparecida Candido, Leandro José Raniero.

Universidade do Vale do Paraiba/lnstituto de Pesquisa e Desenvolvimento, Avenida Shishima Hifumi,
2911, Urbanova - 12244-000 - Sao José dos Campos-SP, Brasil, virginia.rezendef@gmail.com,
Iraniero@univap.br

Resumo

O cancer apresenta grande mortalidade mundial, sendo o de mama o mais mortal entre as mulheres.
O seu tratamento, tradicionalmente, envolve a combinagdes de varias terapias. Entretanto, os pacientes
submetidos a esses tratamentos apresentam alguns efeitos prejudiciais, como complica¢bes cardiacas
e anemia. Por esse motivo, sdo estudados novos métodos terapéuticos utilizando Terapia Fotodinamica
e nanotecnologia. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi realizar ensaios in vitro de citotoxicidade e
de terapia fotodindmica das IONPs@curcumina na linhagem de carcinoma mamario MDA-MB-468,
avaliando a sua eficiéncia.

Palavras-chave: Cancer de mama. IONPs. Citotoxicidade. Terapia Fotodinamica. MDA-MB-468.
Area do Conhecimento: Engenharias — Engenharia Biomédica
Introdugao

Ha algum tempo, o cancer de mama vem preocupando a saude das mulheres por ser o mais mortal
entre elas e por apresentar elevada taxa de morbidade (KASHYAP et al. 2022; FACINA, 2011). Esse
tipo de cancer é caracterizado por cinco estagios, sendo eles determinados pelo tamanho do tumor e
pela quantidade de area atingida (MOREDO, 2021; FEMAMA, 2021).

Para combater/atenuar a doenga comumente s&@o aplicados os tratamentos tradicionais que
envolvem a combinagédo de terapias com o intuito de melhorar os resultados atingidos (HADI et al.,
2019). Entretanto, isso resulta em efeitos colaterais como complicagbes cardiacas, neutropenia,
trombocitopenia e anemia (GALE, 2020; HARBECK et al., 2011). Por esse motivo, novos métodos
terapéuticos estdo em estudo, dentre eles a Terapia Fotodinamica (TFD) e a nanotecnologia.

A TFD funciona por meio de um fotossensibilizador (FS) que quando ativado por um comprimento
de onda adequado forma espécies reativas de oxigénio, ocasionando a morte de células de cancer
(CHEN et al., 2020). Esse tipo de terapia apresenta pouquissimos efeitos colaterais e & ndo invasivo
(JIANG et al., 2019).

Figure 1 — Ativagéo por luz de fotossensibilizador em tecido tumoral

fotossensibilizador

Fonte: RPMC Lasers, c2023
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Abstract

Breast cancer i5 the deadliest cancer among women and its treatment using traditional
methods leads the patient to experience adverse effects. However, photodynamic therapy
(PDT) is a non-invasive therapy modality that works through a photosensitizing agent,
which treating activated by a suitahle light source, releases reactive oxygen species capable
of treating cancer. Furthermore, recent research indicates that combining PDT and
nanoparticles can enhance therapeutic effects. In this way, the synthesis of IONPs (iron
oxide nanoparticles) was carried out, and their subsequent coating was done with
curcumin {I0MPs@curcumin) so that they could act as therapeutic agents against breast
cancer. Curcumin solubility tests were carried out to achieve the best results, with ethanol
as a solvent, in different concentrations of ethanolic curcumin solution, with the optimal
outcome observed at a concentration of 1 mM. Subsequently, the stability analysis was
conducted by adjusting the pH of the medium, revealing that at pH 10, the
I0MPs@curcumin exhibited the best stability and dispersion conditions. Then, cytotoxicity
tests of IONPs@ourcumin were carried out on the MDA-MB- 468 triple -negative breast
cancer cell line, under experimental conditions without irradiation and subjected to PDT.
The results revealed a viability greater than 70, as it did not exhibit cytotoxicity for cells
inthe dark. After 1 h of incubation, the PO associated with IONPs@ourcumin showed
3% of cell viability at a concentration of 30 mgfmL.

DOI: https://doi.org/10.1007/s43630-025-00682-2
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