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O presente trabalho apresenta o desenvolvimento e a avaliacdo das propriedades
fotofisicas e fisico-quimicas, de filmes poliméricos contendo derivados de curcumina,
bem como avalia o potencial de aplicacdo destes em terapia fotodinamica (TFD), visando
ampliar as possibilidades terapéuticas para além das aplicacdes topicas. Os filmes
contendo os fluor6foros sintéticos foram produzidos via evaporacdo do solvente,
utilizando cloroférmio para solubilizar a matriz polimérica (PMMA, PLA e PCL) e as
moléculas de interesse (curcumina (C1) e curcumina modificada com NPh, (C2), NMet;
(C3) e NEt, (C4)). Os fotossensibilizadores foram caracterizados por espectroscopia de
absorcdo em solucdo de etanol e acetona, bem como nos filmes poliméricos de diferentes
polaridades, apresentando absor¢do méaxima em torno de 420, 470, 480 e 500 nm,
respectivamente, para C1, C2, C3 e C4, em todas as condi¢des. As moléculas C1 e C4
apresentaram maior fotoestabilidade e foram adicionadas aos filmes poliméricos, que
apresentaram aspecto visualmente homogéneo, sem indicio de materiais cristalinos. No
entanto, inspecdes por microscopia éptica demonstraram presenca de cristais dos
fluoréforos em dimensdes inferiores a 100 pum, que foram confirmados por microscopia
eletronica de transmissdo. A presenca de cristais, tanto em meio aquoso quanto nos
filmes, foi avaliada a fim de verificar a influéncia da solubilidade e dispersdo da
curcumina na geracao de oxigénio singlete. Embora ndo tenha sido possivel quantifica-
lo, sua formagé&o foi confirmada em ensaio bioldgico. O potencial antimicrobiano do filme
polimérico contendo o derivado de curcumina (C4) foi avaliado em ensaio in vitro com
L. amazonensis, demonstrando uma reducédo de 16% de viabilidade do microrganismo em
presenca do filme polimérico de PMMA contendo 20,0% p/p de C4, quando exposto a
luz verde. Assim, foi demonstrado o potencial de aplicacdo da TFD em sistemas que ndo
sejam apenas superficiais, possibilitando o desenvolvimento futuro de uma sonda dptica
para aplicacdo de TFD em 06rgdos internos.
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This work presents the development and evaluation of the photophysical and
physicochemical properties of polymeric films containing curcumin derivatives, as well
as assesses their potential application in photodynamic therapy (PDT), aiming to expand
therapeutic possibilities beyond just topical applications. The films containing the
synthetic fluorophores were produced via solvent evaporation, using chloroform to
solubilize the polymeric matrix (PMMA, PLA, and PCL) and the molecules of interest
(curcumin (C1) and curcumin modified with NPh2 (C2), NMet2 (C3), and NEt2 (C4)).
The photosensitizers were characterized by absorption spectroscopy in ethanol and
acetone solutions, as well as in polymeric films of different polarities, showing maximum
absorbance around 420, 470, 480, and 500 nm, respectively, for C1, C2, C3, and C4,
under all conditions. The molecules C1 and C4 exhibited greater photostability and were
incorporated into the polymeric films, which presented a visually homogeneous
appearance with no indication of crystalline materials. However, optical microscopy
inspections revealed the presence of fluorophore crystals with dimensions smaller than
100 pm, which were confirmed by transmission electron microscopy. The presence of
crystals in both agueous media and films was evaluated to verify the influence of
curcumin solubility and dispersion on singlet oxygen generation, which, although not
guantifiable, was confirmed in a biological assay. The antimicrobial potential of the
polymeric film containing the curcumin derivative (C4) was evaluated in an in vitro assay
with L. amazonensis, demonstrating a 16% reduction in microorganism viability in the
presence of the PMMA polymeric film containing 20.0% w/w of C4 when exposed to
green light. Thus, the potential application of PDT in systems beyond just superficial
treatments was demonstrated, envisioning the future development of an optical probe for
PDT application in internal organs.
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Espectroscopia na regido de ultravioleta e visivel

16



Lista de simbolos

Tz tempo de meia vida
¢s  rendimento quantico de fluorescéncia
lo intensidade da luz incidente na amostra

I intensidade da luz transmitida através da uma amostra

€ coeficiente de absortividade molar
L caminho Optico
c concentracdo da solucgédo

A Absorcao (adimensional)

%T  porcentagem da transmitancia

W namero de onda

A comprimento de onda

n namero inteiro do comprimento de onda

dn  distdncia entre planos os cristalinos paralelos identificados pelos indices de Miller

) angulo entre os raios incidentes e os planos de difracdo
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CAPITULO I: INTRODUCAO

1.1. Estado da arte

A terapia fotodindmica (TFD) é um tratamento fotoquimico que utiliza luz para
excitacdo de um determinado elemento fotossensibilizante (FS) que atua sobre o oxigénio
do meio, gerando espécies reativas de oxigénio (mais especificamente oxigénio singlete)
que promovem a destruicdo de células (Kalka, Merk e Mukhtar, 2000). Esse tipo de
terapia tem aplicagBes em diversos casos clinicos como cancer de pele e dermatoses ndo
neoplasicas, bem como apresenta potencial de utilizacdo no combate a infec¢bes

provocadas por microrganismos (Issa e Manela-Azulay, 2010; Maria et al., 2022).

A TFD é um tratamento ndo invasivo, mas apresenta limitagdes principalmente
relacionadas a oxigenacdo do meio e penetracdo da luz nos tecidos. Por exemplo, no
tratamento do carcinoma mamario ha estudo empregando o comprimento de onda da luz
vermelha para excitagdo do fotossensibilizadores comuns como o azul de metileno, porém
a penetracdo da luz no tecido é de aproximadamente 2,87 mm, o que limita a acdo do
tratamento a tecidos até a hipoderme (Gunaydin, Gedik e Ayan, 2021; Mh et al., 2018;
Stolik et al., 2000). Na terapia fotodinamica, em meios ricos em oxigénio, sabe-se que 0
oxigénio singlete produzido é o principal responsavel pela morte celular, embora a
contribuicdo de outras espécies reativas de oxigénio também exista. Por outro lado, em
meios com baixo teor de oxigénio outras espécies reativas de oxigénio sdo o principal

elemento para ocorréncia da morte celular (Juarranz et al., 2008).

Um FS amplamente conhecido e utilizado na literatura é o azul de metileno, que
apresenta utilizacdo na forma de organogel, nanoparticulas e em solugéo para tratamento
de céncer e de infec¢Bes por microrganismos (Soares Lima et al., 2023; Solovieva et al.,
2024; Tardivo et al., 2005). A curcumina, de forma similar ao azul de metileno, também
é utilizada como agente FS aplicado a terapia fotodinamica, apresentando potencial desde
a inibicdo microbiana até o tratamento do cancer (Babinski et al., 2022; Xie et al., 2022).
O potencial da curcumina como agente FS no combate a microrganismos como E. coli,
C. albicans, L. amazonensis é amplamente abordado na literatura (Corréa et al., 2020;
Sakima et al., 2018). J& em relacdo ao tratamento de cancer, estudos ja& demonstraram o
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potencial da curcumina contra alguns tipos de cancer como de pele, de mama e de pulmao
(Kah, Chandran e Abrahamse, 2023; Sakima et al., 2018; Shao et al., 2022). Vale ressaltar
que a substituicdo de fotossensibilizadores tradicionais por curcumina agrega o efeito
sinérgico das atividades antiinflamatorias e antimicrobianas desta molécula mesmo em

auséncia de luz (Cai et al., 2022).

A utilizacdo da curcumina na TFD utiliza abordagens como suspensées de curcumina,
nanoparticulas contendo curcumina, curcumina incorporada a lipossomas dentre outros
(Ailioaie, Ailioaie e Litscher, 2021; Bender et al., 2024; Szlasa et al., 2020). Até o
momento, ndo foram encontrados trabalhos que utilizem filmes poliméricos contendo
curcumina para a finalidade de tratamento oncolégico. Ja para o uso da TFD visando a
inativacdo de microrganismos, diversos trabalhos utilizaram a curcumina incorporada em

matrizes poliméricas.

Para superar a limitacdo da penetracdo da luz nos tecidos e viabilizar a aplicacdo da
terapia fotodinamica em doencas localizadas em regides mais internas do organismo,
poderia ser utilizado um sistema especifico, como exemplificado pela Figura 1. O sistema
se baseia na utilizacdo de matrizes inertes ao organismo (polimeros) em conjunto ao
elemento fotossensibilizador (curcumina e derivados sintéticos) para aplicacfes internas
ao organismo. A utilizacdo de tal sistema contorna o limite da baixa penetracédo da luz no
organismo, tornando possivel a utilizacdo da TFD para aplicacdes além da superficie da

pele.

Figura 1 — Sugestdo de desenvolvimento de sonda dptica, contendo curcumina ou
derivados, para aplicacdo interna da terapia fotodinamica.

Fonte: Autoria propria. Criado com BioRender.com
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1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo Geral

O objetivo desta dissertacdo foi produzir filmes poliméricos contendo curcumina
sintética e seus derivados e avaliar suas propriedades fotofisicas e fisico-quimicas, bem

como seu potencial de aplicacdo em terapia fotodinamica.

1.2.2. Objetivos especificos

1) Analisar a fotoestabilidade dos fotossensibilizadores sintéticos curcumina (C1) e
curcumina modificada com NPh; (C2), NMet, (C3) e NEt. (C4), em solventes protico e

aprotico.

2) Avaliar a tendéncia de precipitacdo da curcumina em meio aquoso (néo solvente),
quando previamente solubilizada em um solvente (DMSO), analisando a influéncia da
concentracdo da curcumina em DMSO e do teor de DMSO em &gua, mimetizando

biodisponibilidade em meios biol6gicos.

3) Desenvolver filmes poliméricos (matrizes com diferentes polaridades: PMMA, PLA e
PCL) fluorescentes, contendo curcumina sintética e derivados, visando ampliar

possibilidades de aplicacdo da TFD.

4) Analisar a fotoestabilidade e cinética de degradacdo por exposicdo a luz de filmes

poliméricos fluorescentes.
5) Avaliar se ocorre precipitacdo do fotossensibilizador em matrizes poliméricas.
6) Validar procedimento de quantificagdo de oxigénio singlete em meio aquoso.

7) Validar o potencial antimicrobiano de derivado de curcumina na forma livre e

incorporados em filmes poliméricos.
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1.3. Estrutura da dissertacéo

No Capitulo I é apresentado o estado da arte como motivacéo para o desenvolvimento
deste trabalho. Nessa secdo sdo explanadas diferentes aplicagOes da terapia fotodinamica
como tratamento de cancer e inativagdes microbioldgicas bem como a problematica da
inacessibilidade da TFD para tratamento de condi¢Ges que ndo sejam superficiais ao

organismo. Além disso também € apresentado o objetivo da dissertacao e sua estrutura.

O Capitulo Il aborda a contextualizacdo tedrica, onde sdo explicados 0s conceitos
fundamentais em que esta dissertacdo € baseada, como a teoria em que se fundamenta a
terapia fotodinamica, definicdo e aplicacdo de materiais fotossensibilizantes,
propriedades fotofisicas da curcumina e seus derivados, espectro de emissdo e
solvatocromismo, comportamento da curcumina e derivados em matriz sélida e
caracteristicas dos polimeros escolhidos. Ademais, sdo apresentadas revisdes da literatura
centradas em (i) potencial antimicrobiano da curcumina e (ii) incorporacao de curcumina

em matrizes poliméricas e usos em TFD.

O Capitulo 111 apresenta materiais e métodos empregados. S&o descritos 0s insumos
utilizados, além da metodologia de preparo das solucdes e dos filmes poliméricos
contendo derivados de curcumina. A subsecdo de caracterizacBes aborda as técnicas
utilizadas para analisar as propriedades fotofisicas e fisico-quimicas dos materiais em
estudo. Além disso, é apresentada uma subsecdo que detalha os ensaios biologicos

correlatos ao projeto.

No Capitulo IV sdo apresentados os resultados e confrontados com a literatura. Este
aborda a estabilidade dos derivados de curcumina em solugdo, as caracteristicas
fotofisicas e fisico-quimicas dos filmes produzidos e a validacdo dos filmes poliméricos
em ensaio fisico-quimico de liberacéo de oxigénio singlete e ensaio bioldgico de inibigcdo

do crescimento do protozoario L. amazonensis, modelo bioldgico para tratamento topico.

Finalmente, o Capitulo V apresenta as principais conclusdes deste projeto de
pesquisa, as principais limitacdes e dificuldades encontradas, além de propostas para

trabalhos futuros como possiveis desdobramentos desta dissertagéo.
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CAPITULO Il: REVISAO TEORICA
E BIBLIOGRAFICA

2.1. Terapia Fotodinamica

2.1.1. Principios de terapia fotodindmica

Descoberto em 1924, o oxigénio singlete demonstrou potencial de aplicagdes
principalmente nas areas de fotooxidagdo e terapia fotodindmica (DeRosa e Crutchley,
2002; Khan, 1991). Sabe-se que, em funcéo dos diferentes arranjos eletrénicos do orbital
2pm*, o oxigénio molecular pode existir em dois estados: oxigénio singlete (*02) ou
triplete (*02). O estado fundamental, ou seja, estado eletronico de menor energia do
oxigénio molecular é o estado triplete, que é o estado onde os elétrons da camada de
valéncia assumem a configuracdo de menor energia, com dois elétrons desemparelhados
no orbital antiligante ©*. Quando se fornece quantidade de energia adequada ao oxigénio
molecular no estado triplete h4 uma inversdo de spin, como exemplificado pela Figura 2,
e 0 oxigénio triplete assume a configuracdo de oxigénio singlete que, por ser uma
molécula no estado excitado com maior nivel energético deve decair para o estado

fundamental através da liberacao de energia (Blazquez-Castro, 2017).

Figura 2 — Processo de inversdo de spin do oxigénio triplete para oxigénio singlete.
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A terapia fotodinamica (TFD) é uma técnica que utiliza um agente
fotossensibilizador, luz em um comprimento de onda especifico, e o oxigénio do meio
para gerar espécies reativas de oxigénio (EROs) como como superoxidos (O2°), perdxidos
de hidrogénio (H20), hidroxilas (OH") e o oxigénio singlete (*O2), que apresentam efeito
citotoxico (Li et al., 2020). Tratamentos utilizando a TFD sdo fundamentados na
administragdo topica ou intravenosa do agente fotossensibilizador que deve ser especifico
para as células alvo e se acumula no objeto de interesse (Correia et al., 2021). Apos a
aplicacdo do agente fotossensibilizador (FS), luz de comprimento de onda adequado para
excitar esse composto é aplicada in situ, através de fibras oticas, utilizando um laser como
fonte de luz (Dougherty e Marcus, 1992). A terapia fotodinamica apresenta diversas areas

de aplicacdo, entre elas ha, por exemplo, o tratamento do cancer e a inativacao bacteriana.

2.1.2. Mecanismos de geracao de oxigénio singlete

Os processos energéticos que demonstram a geracdo de EROs por um FS bem como
retorno da espécie excitada para o estado fundamental sdo exemplificados pelo diagrama
de Jablonski simplificado pela Figura 3. Vale ressaltar que existem diferentes
mecanismos de transferéncia de energia que podem levar uma espécie ao estado excitado.
Quando o modo de excitacdo é a absorcdo de fétons, e a emissdo desses fotons ocorre
num intervalo de 10° a 107 s esse fendmeno é chamado de fluorescéncia (Valeur e
Berberan-Santos, 2012). E, as moléculas capazes de emitir luz quando excitadas a partir

de um comprimento de onda adequado sdo chamadas de fluor6foros ou cromoéforos.

A primeira etapa para a geragdo do oxigénio singlete é a transferéncia de energia da
luz de comprimento de onda adequada para o cromoforo. Apos essa etapa, o cromoforo
sai do estado fundamental e passa para o estado excitado singlete (a). A partir desse estado
excitado, o agente fotossensibilizador relaxa para o estado fundamental diretamente (b)
ou via cruzamento intersistema (c). Quando a espécie retorna para o estado padréo
diretamente isso ocorre via emissdo de féton, ja o cruzamento intersistema envolve um
processo de inversdo de spin dos elétrons da molécula excitada. A molécula do elemento
fotossensibilizador retorna, entéo, para o estado padréo a partir da emisséo de energia via
fosforescéncia (d), ou a partir de interacbes com o meio por dois caminhos de reagdes

denominados tipo | e tipo 11.
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Figura 3 - Diagrama de Jablonski simplificado para geracdo de EROs, contemplando as
etapas de (a) excitacdo; (b) fluorescéncia; (c) cruzamento intersistemas e (d)
fosforescéncia.
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Fonte: Adaptado de MACDONALD; DOUGHERTY (2012) e DOLMANS; FUKUMURA,; JAIN (2003).

Criado com BioRender.com

A reacdo do tipo | ocorre quando em ambientes com a presenca de oxigénio o estado
triplete do cromdforo transfere rapidamente a energia liberada do cruzamento energético
para algum substrato do meio. Ao ocorrer a transferéncia de elétrons entre o substrato e
0 oxigénio molecular do meio, espécies reativas de oxigénio sdo produzidas (MacDonald
e Dougherty, 2012). Por sua vez, a reagdo do tipo 1l é caracterizada pela transferéncia de
energia do FS excitado no estado triplete para o oxigénio no seu estado fundamental
triplete, produzindo, assim o oxigénio no estado singlete (MacDonald e Dougherty,
2001).

2.1.3. Quantificacdo de oxigénio singlete

A utilizacdo de elementos fotossensibilizantes na terapia fotodinamica, requer a
avaliacdo da capacidade desses reagentes em gerar espécies reativas de oxigénio, pois, de
forma geral um bom elemento fotossensibilizante deve apresentar um alto rendimento
quantico de geracdo de oxigénio singlete, ser citotoxico apenas em presenca de luz de
determinado comprimento de onda, e apresentar alta especificidade com as células alvo
(Detty, Gibson e Wagner, 2004; Juarranz et al., 2008).

Como explanado, a curcumina apresenta potencial de geracao de espécies reativas de

oxigénio (incluso o oxigénio singlete). Nesse contexto e sabendo da existéncia de diversas
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modificagdes na molécula da curcumina para potencializacdo das suas aplicacées, se faz
necessaria a utilizagdo de metodologias analiticas que quantifiquem o potencial de
geracdo das espécies reativas de oxigénio e de geracao de oxigénio singlete dos derivados
de curcumina. Na literatura, 0 método mais confidvel para deteccdo da geracdo de
oxigénio singlete é através do método direto via fosforescéncia do 'O, em 1270 nm
utilizando um fluorimetro acoplado a uma fotomultiplicadora NIR (Franca, de, 2022). No
entanto, esta técnica € onerosa, 0 que traz como alternativas para detec¢cdo o método

indireto utilizando sonda quimica.

Técnicas analiticas de deteccdo e quantificacdo da geracdo de EROs incluem a
deteccdo do decaimento de espécies que reagem especificamente com o oxigénio singlete.
Métodos indiretos de deteccdo de oxigénio singlete como espectroscopia de ressonancia
paramagneética eletronica, e uso de sondas quimicas sdo comumente empregados
(Nakamura et al., 2011). Por definicéo, sondas fluorescentes s&o compostos fluorescentes
capazes de detectar qualitativamente ou quantitativamente, e eletivamente a presenca de
determinado composto alvo (Wei et al., 2022). Dessa forma entende-se por sonda quimica

ou quimioluminescente, um composto capaz de detectar um analito de interesse.

Algumas sondas utilizadas para deteccdo de EROs sdo 1,3-difenilisobenzofurano
(DPBF), é&cido 9,10-antracenodiil-bis(metileno) dimalonico (ABDA), hidroxifenil
fluoresceina (HPF) e 9,10-difenilantraceno (DPA). Vale destacar que o DPBF nédo é
especifico para deteccdo de oxigénio singlete, pois interage com outras espécies reativas
de oxigénio, entretanto é como a utilizacdo dessa sonda para deteccéo de oxigénio singlete
na literatura devido a alta reatividade de aproximadamente 50% com o total do oxigénio
singlete gerado no meio. A deteccdo do oxigénio singlete utilizando DPBF como sonda
tem como principio a fluorescéncia desse composto em 410 nm, comprimento de onda o
qual a sonda apresenta seu méaximo de absorcdo. Através do acompanhamento da emissao
de fluorescéncia resolvida no tempo, o decaimento do maximo de absorcéo da sonda é
observado devido a produgéo do o-dibenzobenzeno como produto final entre 0o DPBF e 0
oxigénio singlete (Wozniak et al., 1991). O DPBF é soltuvel apenas em solventes
organicos, e 0 ABDA e HPF séo sollveis em solugdo aquosa, mas o0 ABDA, de forma
similar ao DPBF ndo ¢ especifico para deteccdo de oxigénio singlete (Entradas, Waldron
e Volk, 2020; Garcia-Diaz, Huang e Hamblin, 2016; Umezawa et al., 1999). Ja 0 DPA, é
especifico para deteccdo de oxigénio singlete, mas nao é solivel em agua. A utilizacéo
do ABDA como sonda para oxigénio singlete tem como principio o acompanhamento do
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decaimento do maximo de absorcdo da sonda em 800 nm devido a oxidacdo desse
composto em presenca de oxigénio singlete (Szerb et al., 2021). De forma similar ao
ABDA, o DPA utilizado como sonda também tem como principio o acompanhamento do
decaimento do maximo de absorcdo da sonda. O méaximo de absorcdo dessa sonda é no
comprimento de 355 nm. Ao reagir com o0 oxigénio singlete, o DPA forma um
endoperoxido estavel, que faz 0 méximo de absor¢do do DPA decair (Wu et al., 2011).
Por sua vez, a deteccdo de oxigénio singlete pelo HPF € verificada via acompanhamento

do espectro de fluorescéncia do composto em 525 nm (Price et al., 2009).

Algumas sondas comercialmente disponiveis para detec¢do do oxigénio singlete sao
a 2,2,6,6-tetrametillpiperidina (TEMP); Singlet Oxygen Sensor Green® (SOSG), mas de
forma similar as demais, tais sondas sdo sollveis apenas em solventes organicos (Li et
al., 2013).

Outro obstaculo na deteccdo da geracdo do oxigénio singlete além da especificidade
da sonda é o baixo tempo de vida do oxigénio singlete em meios aquosos, como

demonstra a Tabela 1.

Tabela 1 - Tempo de vida (z,) do YO, em diferentes solventes.

Solvente TA/ps Solvente TA/ps
H.0 33+£05 Pentano 296
D20 66 £ 2 THF 23+2,6
CH3OH 99+05 DMSO 246+54
CDsOD 240 £ 10 Piridina 37+20
CHsCH3OH 155+35 Hexano 30+1
(CH3).CO 50,5+ 4 Cicloexano 21+4
(CDs).CO 750 £ 80 CS2 37000 + 8000
CHCl; 101 + 39 Benzeno 32+3,3
CHCl3 235+ 30 CsHsBr 96 + 53
CDCl3 560 + 150 CeFs 12000 + 8000
CCly 73000 + 14000 CsDs 665 + 95
CHsCN 66,7 + 13,5 Tolueno 272

Fonte: Adaptado de Marrugat (2016)
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A andlise da Tabela 1 permite supor que sondas utilizadas para detec¢do de oxigénio
singlete em sua maioria sdo sollveis em solventes organicos clorados pois o tempo de
meia vida nesses solventes é maior, facilitando, desta forma, a deteccao desta espécie. No
entanto, € importante a existéncia de metodologias de quantificacdo de oxigénio singlete

em meio aquoso, considerando a aplicacéo bioldgica da terapia fotodinamica.

De forma geral, pode-se afirmar que had uma dificuldade na especificidade das sondas
para deteccdo especifica de oxigénio singlete, ademais, sondas especificas para oxigénio
singlete sollveis em &gua sdo escassas na literatura. Em uma vasta busca na literatura
foram encontrados apenas dois métodos especificos para quantificacdo de oxigénio
singlete em &gua, apresentando como sondas 0 RNO (Kralji¢ € Mohsni, 1978) e uma
sonda desenvolvida por Nardello e colaboradores (1997) derivada a partir da
antraquinona denominada (BPAA). Em meio aquoso, ainda tem-se o0 acido urico sendo
utilizado como sonda, entretanto como sonda nédo especifica, pois o0 acido drico também
reage com outras espécies reativas de oxigénio (Rabello et al., 2012). A deteccdo da
presenca do oxigénio singlete pelo acido urico tem como fundamento a formacéo do acido
parabanico através da reacdo do acido urico em contato com o oxigénio singlete e outras
espécies reativas de oxigénio, como é demonstrado pelo Esquema 1 a seguir. O &cido
urico apresenta dois picos de absorcao caracteristicos em adgua nos comprimentos de 235
e 2932 nm; quando o &cido parabéanico € formado, a intensidade de absorcao da solucéo

contendo acido Urico decai, e de tal forma a geracdo de EROs é comprovada.

A deteccdo da presenga do oxigénio singlete pelo RNO tem como fundamento o
decaimento do maximo de absorcdo dessa espécie em presenca de uma molécula
intermediaria, um perdxido transanular, formada a partir da reacdo do imidazol com o

oxigénio singlete. O esquema reacional é demonstrado pelo Esquema 2.

Esquema 1 - Reagdo do 4cido Urico com oxigénio singlete
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singlete parabanico

Fonte: Adaptado de (Bregnhgj et al., 2019)
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Esquema 2 - Geracdo de oxigénio singlete através do rosa bengala como FS e oxidacéo
do RNO
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Fonte: Adaptado de (Herman e Neal, 2019)

2.1.4. Rendimento quéntico de fluorescéncia e rendimento quantico de geracéo de

oxigénio singlete

Para a molécula cromofora, uma caracteristica importante é o rendimento quantico de
fluorescéncia (¢y,;). Por definigdo, o rendimento quantico de fluorescéncia é a fracdo de
moléculas excitadas que retornam ao estado padrdo, com a emissdo de fotons (Valeur e
Berberan-Santos, 2012). Numericamente, o rendimento quéantico de fluorescéncia
informa a razdo entre a quantidade de fotons emitidos pela quantidade de fétons
absorvidos. Substancias com alto rendimento quantico de fluorescéncia apresentam altos
valores de emissdo de fotons, ou seja, visualmente se apresentam de forma ‘mais
brilhante’ durante o processo de emissdo, 0 que € uma caracteristica desejavel para um

bom fluoroforo (Lovell, Branchaud e Jasti, 2024).

Tipos de cromo6foros comumente utilizados na TFD in vivo sdo as porfirinas, devido
a alta absor¢éo de luz no comprimento de onda préximo ao vermelho, que apresenta maior
penetragdo no tecido (Hamblin e Newman, 1994; MacDonald e Dougherty, 2012). Além
das porfirinas, outro FS comumente utilizado na TFD é o azul de metileno (AM), devido
a grande capacidade de geracdo de oxigénio singlete. O AM apresenta maximo de
absorcdo entre 650 e 670 nm e apresenta rendimento quantico de fluorescéncia de

aproximadamente 0,5 em solucdo aquosa (Gabrielli et al., 2004; Shahinyan, Amirbekyan
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e Markarian, 2019). Os corantes usados como elementos fotossensibilizantes como o azul
de metileno se enquadram na classe de fenotiazinas, além desse, destaca-se ainda a
utilizagdo do azul de toluidina e rosa bengala. Na classe de fotossensibilizadores naturais,

tem-se, como exemplos, a curcumina e hipericina.

Por sua vez, o rendimento quéntico de geracdo de oxigénio singlete, como 0 nome
informa, define a eficiéncia pela qual o FS consegue gerar oxigénio singlete. Essa relacao
¢ medida através do namero de moléculas de oxigénio singlete geradas em relacdo a
energia (numero de fétons) absorvida (Gandin, Lion e Vorst, Van de, 1983). O
rendimento quantico de fluorescéncia e rendimento quantico de geragdo de oxigénio

singlete desses e outros FS € exemplificado pelas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2 - Rendimento quantico de fluorescéncia de alguns fotossensibilizadores em

agua e etanol

FS CHCL Agua EtOH Referencia
Azul de metileno * 0,04 - (Tardivo et al., 2003)
Rosa bengala * <0,01 0,05 (Linden e Neckers, 1988; Song et al., 2011}
Curcumina 0.1 * 0,07 (CHIGNELL et al., 1994; FRANCA,_ 2022)

*dados nfo encontrados na literatura

Tabela 3 - Rendimento quantico de geracdo de oxigénio singlete

FS CHClL; Agua EtOH Referencia
(Gross, Ehrenberg e Johnson, 1993 Shahinvan.

i *
Azul de metileno 0,52 0.50 Amirbelvan e Markarian, 2019)
Rosa bengala * 3122 0.86 (MNeckers, 1989; Redmond e Gamlin, 1999)
Hipericina * <0,02 0,36 (Rarmanyan et al., 1994)
Curcumina 0,18 * < 0,01 (Chignell et al., 1994; Franca, de, 2022)

*dados nio encontrados na lhiteratura
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Além das moléculas organicas (sintéticas e/ou naturais), existem nanoestruturas que
podem ser utilizadas como elementos fotossensibilizantes como o didxido de titanio
(Fekrazad, Zare e Vand, 2016; Garcia et al., 2015; Ghorbani et al., 2018; Maness et al.,
1999; Shrestha e Kishen, 2012).

Particularmente, no presente trabalho, avaliaremos a curcumina e seus derivados
sintéticos como agente fotossensibilizante. De forma geral, a curcumina pode ser utilizada
como elemento fotossensibilizante para a inativacdo de microrganismos (bactéria, fungos
e protozoarios). Pode ser usada ainda como FS para tratamento de cancer e outras

condicBGes médicas (Dovigo et al., 2011; Franca, de et al., 2022; Hegge et al., 2012).

2.2. Curcumina e seus derivados

2.2.1. Extrato de curcuma e potencial biolégico

A clrcuma € extraida do rizoma Curcuma longa L., comumente utilizado como
tempero na culinéria, apresentando coloragdo amarela caracteristica. Na medicina esse
composto € conhecido pelas suas caracteristicas antioxidantes, anti-inflamatdrias, e na
literatura existem diversos estudos que mostram a capacidade antitumoral desse composto
(Dujic et al., 2009; Kazantzis et al., 2020). A circuma é composta majoritariamente por
trés curcumindides: a curcumina (C21H200e), dimetoxicurcumina (CxoH18Os) e
bidimetoxicurcumina (C19H1604), como exemplifica a Figura 4 a seguir (Cousins et al.,
2007; Inoue et al., 2008; Wu et al., 2024). Em clrcuma comercialmente disponivel,
acredita-se que a composi¢do da mistura seja de aproximadamente 80% de curcumina,

17% de dimetoxicurcumina e 3% de bidimetoxicurcumina (Naksuriya et al., 2014).

A curcumina, ou diferuloilmetano, apresenta baixa solubilidade em agua, rapida
metabolizacdo e degradacdo em outros compostos (Wang et al., 1997). Quando
administrada oralmente, é perceptivel a sua rapida metabolizagdo, considerando o nivel
de curcumina detectado no plasma apds sua administracéo oral em seres humanos na faixa
de 10 a 100 nM (Lao et al., 2006; Sharma et al., 2004).
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Figura 4 - Formula estrutural dos principais curcuminoides presentes na circuma (se Ry
= R2 = OCHjs, tem-se a curcuming; se R1 = OCHs e R2> = H, tem-se a dimetoxicurcumina;
se R1 = Rz = H, tem-se a bidimetoxicurcumina)

Fonte: Autoria propria.

Desta forma, dada a baixa biodisponibilidade no organismo, bem como o potencial de
uso da curcumina como agente antitumoral e antimicrobiano, o desenvolvimento de novas
formas de utilizacdo da curcumina como nanocompdsitos e nanofarmacos foi instigado
para uma melhor utilizacdo desse composto (Ailioaie, Ailioaie e Litscher, 2021; Ashkbar
et al., 2020; Martins et al., 2023, 2024).

2.2.2. Derivados sintéticos de curcumina

Derivados sintéticos da curcumina também foram desenvolvidos em busca de
aplicacdes bioldgicas potenciais usando-se substituicdo de ligantes principalmente nos
grupamentos hidroxila, metoxila e B-dicetona por ligantes aromaticos, ou ainda utilizando
reacOes de esterificacdo com aminoacidos, e outros (Gonzalez et al., 2023; Kuzminska et
al., 2024).

Além da compreensdo da influéncia da adicéo de diferentes grupamentos a molécula
de curcumina em propriedades como solubilidade e biodisponibilidade, visando aplicacédo
da curcumina e seus derivados na TFD deve-se compreender, ainda, como a curcumina
interage com a luz em relacéo a absorgéo, emisséo, estabilidade e transferéncia de energia.

Tais propriedades sdo denominadas propriedades fotofisicas da matéria.

A estrutura da molécula, sua rigidez, e meio ao qual a molécula esta exposta
influenciam na posicdo, intensidade e/ou forma da banda de absor¢do/emissdo do
fluoréforo, entretanto € comum que o solvente tenha maior influéncia que a rigidez da
molécula, pois quando um composto esta dissolvido em outro, é necessario pensar em
termos de polaridade do soluto e solvente. Quando a polaridade do soluto influencia no
espectro de absorcdo (e emisséo), esse composto é denominado solvatocromico (Valeur
e Berberan-Santos, 2012).
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Quando o aumento da polaridade do solvente provoca uma maior estabilizacdo do
estado fundamental do composto, e a banda de emisséo € deslocada para comprimentos
de onda menores, ocorre o solvatocromismo negativo, hipsocrémico ou blueshift. O
oposto a isso é o solvatocromismo positivo, batocrémico, ou redshift, quando ha o
deslocamento da banda para comprimentos de ondas maiores do estado excitado em
relacdo ao fundamental (Reichardt, 1994).

Em solventes apolares e moderadamente polares, bem como em estado solido
cristalino, a curcumina assume a configuracdo ceto-enol, exemplificada pela Figura 5,
estabilizada pela ressonancia da dupla ligagdo entre os grupamentos hidroxila e cetona
(Priyadarsini, 2014).

Figura 5 — Ressonancia da dupla ligacéo entre os grupamentos hidroxila e cetona da
curcumina

AN
O| (0]
H3CO
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HO OH

Fonte: Autoria propria.

Também s&@o encontrados na literatura derivados sintéticos de curcumina como 0s
complexos metalicos sintetizado por De Franca e colaboradores (2022). A adigdo de
grupos funcionais doadores de elétrons promove red-shift, e complexos com metais e
ligantes também potencializam a acdo antimicrobiana, intensificada pela exposic¢éo a luz
em comprimentos de onda especificos. Demonstrando que além da agdo antimicrobiana
intrinseca a molécula, este efeito é potencializado para uma abordagem de TFD (Deus,
De et al., 2021).
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2.3. Matriz polimérica

2.3.1. Incorporacéo de fotossensibilizadores em polimeros

A incorporacdo de FS em matrizes poliméricas € estudada na literatura visando
principalmente a inativacdo microbiana. Polimeros como poli 2-hidroxietilmetacrilato,
fluoreto de polivinilideno, pectina, polivinilpirolidona, polietilenoglicol, alginato de
sodio, e FS como rosa bengala e azul de metileno sdo comumente estudados (Chakraborty
et al., 2024; Johnson et al., 2024; Kuryanova et al., 2023; Lopez-Fernandez et al., 2022).
Ademais, a curcumina incorporada em polimeros também é um campo amplamente

estudado, como sera detalhado na revisdo da literatura, na se¢do seguinte.

2.3.2. Influéncia do tipo de polimero

A escolha dos polimeros para desenvolvimento de filmes envolve caracteristicas como
flexibilidade, degradabilidade e biocompatibilidade. Exemplos de polimeros que podem
ser utilizados para producdo de filmes e uso na TFD incluem: Poliacido latico (PLA),
Poli(e-caprolactona) (PCL) e poli (metacrilato de metila) (PMMA). As formulas
estruturais dos polimeros destacados sdo exemplificadas pela Figura 6 a seguir.

Figura 6 - Formulas estruturais dos polimeros (a) poli (metacrilato de metila) (PMMA),
(b poliacido latico (PLA), e (c) poli e-caprolactona (PCL).

’ ° ! 0. I l OH "
(a) (b) (c)

Fonte: Autoria propria.

O poli (metacrilato de metila) € um polimero amorfo, termoplastico que tem o acido
acrilico como mondmero. E um material transparente, de boas condicbes de
processamento e resistente a quebra (Ali et al., 2015). Devido a sua biocompatibilidade,
em aplicacGes biomédicas, 0 PMMA é aplicado como cimento para 0ssos, sistema para

envio de drogas e substituto de tecidos para implantes dentarios (Manoukian et al.,
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2019). No que se refere a solubilidade, 0o PMMA é soltvel em solventes organicos como
cloroférmio, benzeno, acetona, tetrahidrofurano (THF), tolueno e metanol (Daoust e
Rinfret, 1952). Martins e colaboradores (2023) avaliaram a adi¢do de curcumina (na
forma de extrato de cdrcuma) em PMMA e o efeito da copolimerizagdo com acido
acrilico, destacando a influéncia a polaridade da matriz na absorcdo/emissao do polimero
fluorescente, bem como foi observado um efeito de cristalinidade da curcumina na matriz

polimérica em presenca do comondmero.

O poliacido lactico é um polimero termoplastico, biocompativel e biodegradavel
obtido a partir da fermentagdo do acido lactico (acido 2-hidroxipropionico) ou, seguindo
uma rota sintética como a hidrdlise da lactonitrila (Swetha et al., 2023). Vale ressaltar
que a primeira rota € a mundialmente mais utilizada devido ao baixo impacto ambiental
por se tratar de um processo fermentativo natural a partir de fontes renovaveis (Lunelli et
al., 2010). Devido a sua capacidade absor¢do pelo organismo, em aplicacbes médicas o
PLA é indicado para fixacdes de fraturas 6sseas a curto termo, e utilizacdo em cirurgias
craniofaciais (Manoukian et al., 2019; Peltoniemi et al., 2002). De Deus e colaboradores
(2021) incorporaram derivados sintéticos de curcumina em PLA, obtendo membranas
poliméricas eletrofiadas. Foi observado que as nanofibras apresentaram diferentes
comprimentos de onda de absorcdo/emissdo a depender do derivado incorporado no

polimero.

Por fim, a poli e-caprolactona é um polimero de estrutura semi-cristalina,
biocompativel e biodegradavel. Em temperatura ambiente € altamente solGvel em
solventes organicos como cloroférmio, diclorometano, benzeno; pouco soluvel em
acetona acetato de etila e insoltvel em éter etilico (Sinha et al., 2004). Alguns dos
mecanismos de obtengdo desse polimero sdo via abertura do anel do estér ciclico e-
caprolactona, ou ainda condensacdo do &cido 6-hidroxihexanoico (Labet e Thielemans,
2009). A temperatura de transi¢do vitrea na faixa de -65 a -60°C e temperatura de
derretimento entre 59 e 64°C (dependendo da sua estrutura cristalina) fazem com que em
temperaturas ambientes o PCL apresente estrutura flexivel passivel de utilizacdo como
scaffold para tecidos 6sseos, entre outras aplicacdes na engenharia de tecidos (Dwivedi
etal., 2019). Merrell e colaboradores (2009) desenvolveram nanofibras de PCL contendo
curcumina via eletrofiacdo visando aplicagdo em curativos para feridas e demonstraram

a capacidade antioxidante, anti-inflamatéria e potencial de aumento da taxa de
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recuperacdo da ferida em modelo in-vivo de ratos diabéticos através da utilizacdo do

material produzido.

2.4. Revisao da literatura

2.4.1. Potencial antimicrobiano da curcumina

A curcuma, ou acafrdo-da-terra € um polifenol hidrofébico extraido da raiz da
Curcuma longa L. amplamente utilizado na medicina asiatica ha diversos anos (Mahmood
et al., 2015). Sabe-se que esse composto apresenta capacidade antioxidante, anti-
inflamatdria, antitumoral, antimicrobiana e cicatrizante (Alven, Ngoro e Aderibigbe,
2020; Gongalves De Oliveira Filho et al., 2021).

Visando uma otimizacao no uso das propriedades de interesse da curcuma e derivados
diversas formas de utilizar a curcumina em beneficio humano foram desenvolvidas ao
longo dos anos, como organogeis para aplicacdo em sensores, nanoemulsdes para entrega
de farmacos e incorporacdo em matrizes poliméricas para uso em embalagens inteligentes
(Park e Lee, 2015; Rachmawati, Budiputra e Mauludin, 2015; Roy e Rhim, 2019).

No que se refere ao potencial de utilizacdo da curcumina sintética contra variados

tipos de microrganismos, uma breve revisdo da literatura é exposta na Tabela 2.
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Tabela 2 - Aplicagbes da curcumina em TFD.

Referéncia Objetivo Microrganismos avaliados Solvente
(Dovigo et al., 2011) Avaliar o efeito fotodindmico da curcumina contra C. albicans DMSO
uma espécie de fungo.
(Paschoal et al., 2015) Avaliar o potencial de utilizagdo de uma nova fonte S. mutans DMSO
de luz na inativacdo bacteriana visando tratamento
de infeccbes orais
(Wu et al., 2016) Avaliar o efeito fotodindmico da curcumina contra V. parahaemolyticus Alcool
V. parahaemolyticus in vitro e in vivo
(Penha et al., 2017) Avaliar a eficacia da inativacdo fotodindmica de S. aureus; A. hydrophila; E. coli; DMSO
bactérias S. enterica serotype;
S. Typhimurium; P. aeruginosa
(Henrique et al., 2021) Avaliacdo do potencial de utilizacdo da curcumina L. braziliensis e L. major DMSO e élcool
para tratamento de leishmaniose cutanea
C. albicans, S. brasiliensis, DMSO

(Franca, de et al., 2022) Caracterizacdo das propriedades fotofisicas de
complexos metélicos de curcumina e avaliagdo do
potencial de aplicacdo contra determinados
microrganismos

M. canis, M. gypseum,
E. floccosum; L. amazonensis
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Dovigo e colaboradores (2011), avaliaram o potencial de utilizacdo da curcumina
contra a espécie de fungo C. albicans. Preparou-se solucdo de curcumina utilizando-se
dimetil sulfoxido (DMSO) como solvente numa concentracdo final de 10% em relacdo a
solucdo salina. Apos inoculacdo adequada da suspensdo de fungos em anélise, volume
suficiente de microrganismos foi transferido para po¢os numa placa de 96 pocos e
solugdes de curcumina de concentragfes 5, 10 e 20 uM foram adicionadas aos pogos.
Além disso, a viabilidade de biofilmes de candida expostos a curcumina também foi
avaliada utilizando-se ensaio viabilidade com sal de tetrazolio XTT. Apos o contato da
solucdo de curcumina com 0s microrganismos as solucdes e biofilmes foram expostos a
luz azul (440 — 460 nm). Caracterizacdes como espectro de absor¢do/fluorescéncia da
solucgéo de curcumina foram realizadas. Foi observado que para o ensaio com 0s fungos
em suspensdo a inativacdo completa do fungo foi obtida quando a concentracdo de
curcumina na solucéo era igual a 20 uM, a uma dose de luz de 5,28 Jcm™. J& para 0 ensaio
utilizando biofilme, percebeu-se que quanto maior a concentra¢do de curcumina maior o
declinio na viabilidade dos microrganismos. Além disso, 0s autores também perceberam
que quanto maior o tempo de pré inoculacdo do microrganismo, ou seja, quanto maior o
tempo o biofime ficava em contato com a solucdo de curcumina antes de ser exposto a

luz, maior o potencial de inativacdo do microrganismo ap6s exposicao a luz.

Paschoal e colaboradores (2015), avaliaram o efeito dos fotossensibilizadores
curcumina e azul de toluidina (TBO) para inibicdo da viabilidade do microrganismo S.
mutans. A solucdo de curcumina foi preparada dissolvendo-se o esse FS em DMSO,
seguido pela adicdo de agua deionizada para obtencdo de solu¢Bes com concentracdes
finais de curcumina de 0,75; 1,25 e 2,5 mM, com uma concentracdo de DMSO de 10%.
Para o TBO, solugbes de concentracdo 25, 50 e 10 uM foram produzidas utilizando agua
deionizada como solvente. Nao foram realizadas quaisquer caracterizagdes das solugdes
preparadas. Os ensaios biolégicos foram feitos apos a inoculacdo adequada do
microrganismo. Para as solucGes de curcumina, as diferentes concentra¢Ges foram
adicionadas a suspenséo, e as solu¢des foram mantidas no escuro por um tempo de 60 s.
Ja para a avaliacdo do TBO, as suspensdes foram mantidas no escuro por um tempo de 5
min. Apo0s esse tempo de pré-irradiagdo ambas as solucbes foram expostas a luz de
diferentes comprimentos de onda (luz vermelha para o TBO, e azul para a curcumina) por
tempo menor que 60 s. Além disso, grupos controle contendo apenas 0s FSs sem

exposicdo do sistema a luz também foram avaliados, e apenas exposi¢do a luz sem
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presenca dos FSs foram avaliados. Foi concluido que apenas o FS, ou apenas a exposicao

a luz n&o inibe significativamente a viabilidade do microrganismo.

Por fim, os autores concluiram, via contagem de unidades formadoras de col6nia que
para todas as doses de luz (24, 48, 72 Jcm™) e todas concentragdes de curcumina, e de
forma similar, para todas as concentracGes de TBO e respectivas doses de luz (18, 35, 53

Jem) a porcentagem de morte do microrganismo foi de quase 100%.

Wu e colaboradores (2016), avaliaram o potencial de utilizagdo da curcumina in vitro
e in vivo contra a bactéria gram-negativa V. parahaemolyticus. A solugdo de curcumina
foi preparada utilizando-se etanol de grau alimenticio de 95% de pureza. Apds inoculacéo
adequada das bactérias foi produzida suspensdo salina com as mesmas onde foi
adicionada a solucéo de curcumina para obtencdo de concentragdes finais de 5, 10 e 20
uM. O tempo de pré-irradiagdo das solucdes foi mantido em 5 min, e apds esse intervalo
as solugGes foram expostas a luz de comprimento de onda de 470 nm (azul), por um tempo
de irradiacdo de 60 s, 0 que corresponde a uma dose total de energia fornecida de 3,6
J.cm. A viabilidade celular foi analisada via contagem de unidades formadoras de
colbnias apos inoculacdo das amostras de V. parahaemolyticus. Além disso, 0s seguintes
grupos para controle foram analisados: Auséncia de luz e auséncia de FS; auséncia de FS
e presenca de luz; presenca do FS e auséncia de luz. Os autores concluiram que houve
diminuicdo significativa da viabilidade apenas nos ensaios onde houve a presenca do FS
e da luz, e que a inativacdo fotodinamica foi mais eficiente com a curcumina nas
concentracOes de 10 e 20 uM. Além disso, 0s autores ainda comprovaram a geragao de
oxigénio singlete utilizando ABDA como sonda através do acompanhamento do
decaimento do pico de absor¢do do ABDA em 400 nm. Para as solucgdes preparadas, ndo
foram avaliados os espectros de absor¢do/emissdo, ou quaisquer outras caracterizacgoes.

Para 0 ensaio in vivo, 0S autores contaminaram ostras com a bactéria V.
parahaemolyticus e ap6s uma inoculagédo das bactérias no molusco por 3 h foi analisada
a viabilidade celular. Os autores concluiram novamente que apenas a presenca do FS e da
luz trouxe resultados significativos na inibicdo do microrganismo, demonstrando assim o
potencial de utilizacdo da curcumina como agente bactericida para descontaminacdo de
V. parahaemolyticus em ostras, o que pode ajudar na diminuicdo de casos de

gastroenterite.
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Penha e colaboradores (2017), avaliaram o potencial de utilizacdo da curcumina como
elemento FS contra as bactérias: S. aureus; A. hydrophila; E. coli; S. enterica serotype;
S. Typhimurium e P. aeruginosa. Nesse estudo, similar aos anteriores, a solucdo de
curcumina foi preparada utilizando-se DMSO como solvente. O ensaio de viabilidade
celular foi realizado incubando cada bactéria em solucdo de curcumina de concentragédo
75 uM. Apos a incubacdo as solucBes foram expostas a luz azul por 10, 20 e 30 min (que
corresponde a uma dose de 139, 278 e 417 Jcm™ respectivamente. O controle negativo foi
avaliado com amostras sem exposi¢do a luz. A viabilidade celular foi determinada via
contagem das unidades formadoras de colbnia através da diluicdo seriada das solucdes
em placa com meio de cultura apropriado. Os autores concluiram que para a S. aureus o
tempo de exposi¢do de 10 min foi suficiente para obtencdo de valor significativo de
viabilidade celular, e que uma exposi¢édo de luz por 30 min promoveu completa inativacéo
bacteriana. Para a A. hydrophila, 10 min de exposicdo também trouxe reducdo
significativa na viabilidade, e exposi¢cdo por 20 e 30 min promoveram completa
inativacdo bacteriana. De forma geral, foi demonstrado o potencial de inativacao
bacteriana de todas as espécies estudadas exceto P. aeruginosa. De forma similar aos
demais trabalhos, ndo foram mostradas caracterizacdes de absor¢do/emissédo das solugoes

ou outras caracterizagdes fisico-quimicas.

Henrique e colaboradores (2021), avaliaram o potencial de utilizagcdo da curcumina
para o tratamento da leishmaniose cutanea causada pelos protozoérios L. braziliensis e L.
major. A solucdo de curcumina utilizada nesse estudo foi preparada utilizando DMSO
(numa concentragdo final da solugdo menor que 1%) e alcool como solventes e ainda
solucdo tampdo fosfato para uma viabilidade de utilizacdo da solugdo. Apds preparo dos
promastigotas dos protozoarios L. braziliensis e L. major em solucdo adequada 0s
parasitas foram postos em pocos de placa de 24 pocos visando infec¢do dos macrofagos.
Apos a infeccdo da cultura, solugdo de curcumina foi adicionada aos pogos e mantida por
um tempo de pré-irradiacdo de 1h. Apos esse periodo o meio foi irradiado com luz de
comprimento de onda azul por 278 s, totalizando uma dose total de luz de 10 Jcm™. Os
autores concluiram que a curcumina foi capaz de inibir a viabilidade dos amastigotos
analisados reduzindo a carga parasitaria nas células com apenas uma aplicagéo da terapia
fotodinamica. Mais uma vez, ndo foram mostradas caracteriza¢des de absor¢cdo/emisséo

das solugdes ou outras caracterizacOes fisico-quimicas.
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De Franca e colaboradores (2022), desenvolveram complexos metalicos de curcumina
e avaliaram as propriedades desse material, bem como analisaram o potencial de
utilizacdo antimicrobiano de tais complexos contra os fungos C. albicans, S. brasiliensis,
M. canis, M. gypseum, e E. floccosum; e contra o protozoario L. amazonensis. A formula
estrutural do complexo metalico utilizada pelos colaboradores é exemplificada Figura 7

seguir. Ademais os resultados foram comparados em relagdo a curcumina.

Figura 7 - Complexo metalico com derivado de curcumina e corantes. Ligantes (M =
Cu(I) ou Pd(ll)).
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Fonte: Adaptado de DE FRANCA et al. (2022)

Para os ensaios bioldgicos, as espécies escolhidas para o estudo foram inoculadas com
solugdes de curcumina e seus derivados em concentragdes variando de 0,009 a 10 uM,
com tempo de pré irradiacdo variando de 5 a 10 min. Apés a inoculacao as solucdes foram
irradiadas com luz verde por periodos de 30 s (13,76 Jcm™), 60 s (27,56 Jcm™) e 120 s
(55,06 Jcm™). Os autores concluiram que para os microrganismos avaliados apenas foi
detectada potencial antiflngico da terapia fotodinamica dos complexos produzidos
apenas contra a C. albicans, quando a concentracdo dos mesmos era de 100 pM.
Ademais, o complexo (1b) demonstrou potencial antifungico contra o S. brasiliensis em
condigdes sem luz, além de que quando exposto a luz o potencial de inativacdo aumentou,
demonstrando assim o potencial de utilizacdo do derivado de curcumina produzidos
contra S. brasiliensis. No que se refere a inativagdo das promastigotas de L. amazonensis,
o complexo (1a) também demonstrou capacidade de inativagdo em condi¢cdes com e sem
luz, numa concentracdo de 10 uM, enquanto a curcumina ndo apresentou potencial de

inativacdo para nenhuma das espécies em estudo na concentragdo de 10 uM analisada.
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Nesse trabalho foram avaliados os espectros de absorcdo/emissdo em diversos solventes

e rendimento quantico de fluorescéncia das solugdes preparadas.

Percebe-se, entdo, que além de serem utilizados para terapias antimicrobianas,
embalagens inteligentes e tratamento do céncer, derivados sintéticos da curcumina
também apresentam potencial de utilizacdo contra algumas espécies de protozoarios,
entre eles a Leishmania amazonensis. Segundo o (Ministério da Saude, 2017) a
Leishmaniose é uma doencga parasitaria causada por protozoarios do género Leishmania,
que apresenta as formas flagelada e de promastigota. Por definicdo, espécies
promastigotas sdo organismos presentes no intestino de insetos da subfamilia
flebotomineos e que se movimentam através de flagelos (Bates, 2006). Dentre os tipos de
protozoarios desse género, a Leishmania amazonensis é a espécie causadora da
leishmaniose tegumentar, que acomete a pele e mucosas, e pode ser transmita de animais

para humanos (Gontijo e Carvalho, De, 2003).

De forma geral, diversos trabalhos foram capazes de mostrar o potencial de atuacédo
dos derivados de curcumina como agente fotossensibilizante, e é esta a principal

caracteristica que sera explorada neste trabalho.

2.4.2. Matrizes poliméricas contendo curcumina e usos na TFD

A utilizacdo da curcumina em filmes poliméricos apresenta diversas
possibilidades, como aplicacdo em embalagens inteligentes para controle da qualidade de
alimentos, promocéo de atividade antimicrobiana e uso na cicatrizacdo de feridas (Cai et
al., 2021; Roy et al., 2022; Zangirolami et al., 2022; Zhang et al., 2019). No que se refere
a incorporacgdo da curcumina em matrizes poliméricas visando atividade antimicrobiana,
uma caracteristica da curcumina que pode ser explorada é o potencial de geracdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs). Pois, sabe-se que quando exposta a comprimento
de luz adequado e em presenca de oxigénio a curcumina atua como FS gerando espécies
reativas de oxigénio que sdo capazes de promover a inativacdo de bactérias e micro-

organismos (Chen et al., 2021a).

O desenvolvimento de materiais para inativacdo fotodindmica de bactérias é de
interesse cientifico, principalmente, mas ndo somente em diversos ramos da medicina, e
a utilizacdo de elementos fotossensibilizantes incorporados a matrizes poliméricas foi
reportado como desenvolvimento inovador para esse fim (Sharma, Dube e Kumar

Majumder, 2020). Desta forma, neste trabalho serdo exploradas as caracteristicas de
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filmes poliméricos contendo curcumina e derivado sintético de curcumina, e serd avaliado
o potencial de geracdo de EROs de tais filmes. Por fim, possiveis formas de utilizacéo

dos filmes poliméricos serdo investigadas.

Trabalhos utilizando derivados de curcumina sintéticos em matrizes poliméricas sao
vastos na literatura, e em sua maioria esses trabalhos visam aplicagcdo em embalagens
inteligentes, ou seja, embalagens que impegcam a contaminagdo microbiana em alimentos,
ou ainda embalagens que mudem de cor devido a mudancas de pH. Entretanto, com base
na revisao da literatura feita até o momento, nao foram encontrados trabalhos quem
explorem a utilizacdo da curcumina e derivados em matriz polimérica visando aplicacéo

dos filmes em TFD de forma interna ao organismo.

Alguns trabalhos que exemplificam a utilizacdo da curcumina em matriz polimérica,

seja para embalagens inteligentes ou aplicacfes médicas sdo mostrados na Tabela 3 .
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Tabela 3 - Aplicagdes da curcumina em filmes poliméricos

Referéncia Objetivo

Microrganismo avaliado

Matriz do filme

(Luo et al., 2012) Desenvolvimento de dispositivos medicos e
embalagens inteligentes

(Govindaraj, Kandasubramanian Avaliacéo do potencial antimicrobiano e
e Kodam, 2014) caracterizacdo dos filmes produzidos

(Jesus, Sarika e Shankaran, 2016) Avaliacdo do potencial do filme como sensor de
pH

(Qiao e Duan, 2020) Desenvolvimento de dispositivos médicos e
embalagens inteligentes

(Chen et al., 2021) Utilizacdo em embalagens antimicrobianas

(Roy e Rhim, 2020) Caracterizas as propriedades do filme produzido
e avaliar o potencial bactericida

E. coli

S. aureus, B. subtilis,
E. coli e K. pneumoniae

S. aureus e E. coli

L. monocytogenes,
V. parahaemolyticus,
e S. putrefaciens

E. coli e L. monocytogenes

Celulose e pectina

Poliacrilonitrila

PMMA

Polivinil butiral

Celulose

Poliacido latico
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(Wang et al., 2022)

(Lai et al., 2022)

(Mohan e Panneerselvam, 2022)

(Cai et al., 2022)

(Pedro et al., 2023)

(Wen et al., 2023)

(Teodoro et al., 2023)

Utilizagdo em embalagens antimicrobianas

Desenvolvimento de embalagens inteligentes

Avaliacdo das propriedades bactericidas e
antioxidantes do filme produzido

Avaliacdo das propriedades bactericidas do
filme produzido

Tratamento de infeccOes de pele resistentes

Desenvolvimento de embalagens
antimicrobianas

Desenvolvimento de filme com potencial de
utilizacdo como curativo

E. coli, L. monocytogenes,
V. parahaemolyticus
e S. putrefaciens

S. aureus e E. coli

E. coli, S. aureus, P. aeruginosa

e B. substills

S. aureus e E. coli

S. aureus

S. aureus e E. coli

S. aureus e E. coli

Quitosana e gelatina

k-Carrageenan

PLA

PCL

Pululano

Quitosana

PCL
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Luo e colaboradores utilizaram celulose para a criacdo de filmes contendo diversas
concentragOes de curcumina e avaliaram o potencial de aplicagéo destes filmes para
embalagens inteligentes e aplicacbes médicas. Os filmes foram preparados dispersando a
curcumina em polpa de algodéao no liquido idbnico AmimClI. Apds a completa dissolugédo
da celulose as solugdes foram transferidas para recipiente de vidro onde através da adi¢édo
de 4gua deionizada os filmes foram formados via inversdo de fase. Apos lavagem dos
filmes para remogé&o de liquido i6nico residual os filmes foram secos por 12 h e deixados
em dessecador até sua utilizacdo. Atraves do metodo da zona de inibicdo foi observado
que os filmes demonstraram capacidade bactericida contra a E. Coli. Caracterizacdes
como microscopia eletrénica de varredura, analise termogravimétrica e teste de tracdo
dos filmes foram realizados e foi percebido que as propriedades térmicas e mecanicas dos
filmes foram mantidas mesmo com a adi¢do da curcumina na matriz. Ademais, a técnica
de microscopia foi utilizada para avaliacdo da solubilidade da curcumina em solucdo de
liquido ibnico.

Govindaraj e colaboradores (2014) tiveram como objetivo preparar filmes contendo
curcumina e avaliar o potencial bactericida de tais materiais. A metodologia de preparo
dos filmes consistiu em adicionar 6leo essencial de curcumina a poliacrilonitrila
dissolvida em DMF. A solucéo foi deixada para evaporar a temperatura ambiente, e em
seguida foi utilizado &gua deionizada para remocdo do excesso de solvente.
Caracterizaces como medida do angulo de contato, microscopia de forca atdbmica e FT-
IR foram realizadas. A avaliagdo do potencial antibacteriano dos filmes foi investigada
através de ensaio de zona de inibicdo com os microrganismos S. aureus, B. subtilis, E.
coli e K. pneumoniae. Foi constatado que os filmes foram eficazes na inibicdo dos
microrganismos em estudo, e que a capacidade bactericida permaneceu ativa por mais de
30 dias.

Jesus e colaboradores (2016), avaliaram o potencial de utilizagdo de um filme
polimérico contendo com curcumina como sensor de pH. O filme foi desenvolvido
utilizando PMMA como matriz e dimetilformamida como solvente. Os autores
observaram que para variagdes em uma unidade no intervalo de 7 a 14 de pH, a mudanca
na coloracdo do filme era facilmente perceptivel, e que quando submetido a um retorno
do pH original do meio a cor do filme também retornava ao padrdo. Analises como

espectroscopia UV-vis e FTIR foram realizadas, e os autores concluiram que ha potencial
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de utilizacdo do filme produzido como sensor de pH para aplicacbes ambientais,

preservacdo de alimentos e outros.

De forma similar ao trabalho de Luo e colaboradores, o potencial de utilizacdo de
filmes poliméricos contendo curcumina para embalagens inteligentes e aplicacfes
médicas foi avaliado por Qiao e colaboradores. Neste trabalho, utilizou-se uma matriz de
polivinil butiral contendo curcumina. Os filmes foram produzidos via método da
evaporacdo do solvente da seguinte forma: Preparou-se solucdo de PVB em etanol, e
posteriormente a essa solucéo foi adicionada curcumina numa proporc¢éo de 5% em massa
em relacdo ao PVB. Apl6s a obtencdo de uma solucdo homogénea, a solucdo foi
transferida para uma placa de polifluortetraetileno onde foi deixada para secar a uma
temperatura de 37°C. Caracterizacbes como UV-vis, FT-IR, analise termogravimétrica
(TGA), teste de tracdo e medida de angulo de contato foram realizadas. Visando avaliar
a atividade antibacteriana dos filmes contra a E. Coli, 0 método de quantificacdo de
unidades formadoras de coldnias foi empregado. Essa metodologia consiste na inoculagéo
bacteriana em meio apropriado, e apds crescimento sdo contadas as colénias formadas
(Bhuyan et al., 2023). Através dessa metodologia os autores demonstraram que héa
atividade antimicrobiana dos filmes produzidos, logo, grande potencial de aplicagéo para
aplicacfes médicas.

Chen e colaboradores (2021), fabricaram filme contendo o complexo f-
ciclodextrina/curcumina  (B-CD/Cur)  visando inativacdo  fotodindmica de
microrganismos. Primeiramente preparou-se uma solugdo contendo o complexo [3-
CDI/Cur, e essa solucdo foi adicionada ao 2,3-dialdeido-celulose (DAC). Essa solucao foi
posta em um molde de poliestireno e colocada para secar em estufa a 38°C por
aproximadamente dois dias. Caracterizacbes como TGA, solubilidade em &gua,
microscopia eletronica de varredura, espectro UV-vis, FT-IR, tracdo, alongamento na
ruptura foram realizadas. A micrografia de varredura dos filmes contendo apenas DAC-
Cur apresentou agregados de curcumina na superficie devido a rapida evaporacdo do
etanol presente na solucao formadora dos filmes. J4 os filmes contendo o complexo [3-
CD/Cur apresentaram uma superficie lisa com auséncia de poros. Segundo 0s autores iSso
ocorreu devido a formacdo de ligacbes cruzadas entre o complexo e a matriz o que
propiciou uma distribuicdo uniforme do complexo na matriz em estudo. A avaliagdo do
potencial de inativagdo de bactérias foi realizada utilizando L. monocytogenes, V.
parahaemolyticus e S. putrefaciens atraves da adicdo de solugdo contendo cada um dos
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microrganimos a superficie do filme. Esse sistema foi, entdo, exposto a luz azul por
intervalos de 10, 20 e 30 min para o L. monocytogenes, 20, 40, 60 min para o V.
parahaemolyticus e S. putrefaciens. O potencial antimicrobiano foi determinado a partir
da incubacdo dessa solucdo e contagem das células sobreviventes em unidades
formadoras de col6nia. Foi observado o potencial antimicrobiano dos filmes produzidos,
além de uma influéncia da concentracao de curcumina no filme e da dose de luz irradiada

para a inativagdo bacteriana.

Roy e Rhim (2020) desenvolveram um filme de PLA contendo curcumina visando
analisar as propriedades do material desenvolvido além de avaliar o potencial bactericida
do filme contra as espécies E. coli e L. monocytogenes. Os filmes foram preparados via
metodologia de evaporacdo do solvente utilizando cloroformio como solvente.
Caracterizacfes como microscopia eletrénica de varredura por emissdo de campo, FT-IR,
analises térmicas e mecanicas além de permeabilidade ao vapor d’agua, medida de angulo
de contato e andlise da liberacdo da curcumina foram realizadas. A andlise de liberagdo
da curcumina foi realizada imergindo uma amostra do filme produzido em frasco conico
contendo agua destilada a 37 °C por 96 h em agitacdo. Ao acompanhar o espectro de
absorcdo da solucgdo, foi concluido que ap6s 96 h o filme contendo 1,5% de curcumina
liberou aproximadamente 2,8 ugmm=2 de curcumina. A atividade antibacteriana dos
filmes foi avaliada inoculando a suspenséo bacteriana em contato com os filmes por 12
h, e avaliado a quantidade de unidades formadoras de col6nias inoculando a suspensao
em placas agar. Foi concluido que a baixa atividade antibacteriana dos filmes ocorreu
devido a baixa taxa de liberacdo de curcumina pelos filmes em meio aquoso, entretanto,

o0 potencial bactericida da curcumina foi validado.

Wang e colaboradores (2022), também estudaram a curcumina em matriz polimérica.
Os filmes foram preparados a partir da dissolucdo da gelatina em &gua, e posterior adi¢do
da quitosana solubilizada em acido acético. Apds a homogeneizagédo dessas solugdes, a
essa solucgéo foi adicionada a curcumina solubilizada em etanol. Por fim, foi adicionado
o glicerol as solugdes e os filmes foram obtidos via evaporagdo do solvente via secagem
em placa petri em estufa com circulacéo de ar a 40 °C por 24 a 35h. Caracteriza¢fes como
microscopia eletronica de varredura, analise termogravimétrica, DRX, FT-IR, teor de
umidade, solubilidade em agua e permeabilidade ao vapor d’agua foram realizadas. As
imagens da microscopia de varredura mostraram que o aumento da concentracdo de
curcumina influenciou no surgimento de pequenas protuberéncias na superficie dos
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filmes, embora a solubilidade da curcumina na matriz também fosse determinada. Além
disso, a anélise de DRX ndo apresentou 0s picos caracteristicos da curcumina entre 7 e
30°, o que ocorreu, segundo os autores, devido a baixa concentra¢do de curcumina nos
filmes (Wang et al., 2024; Xu et al., 2021). A avaliacdo do potencial de inativacéo
bacteriana dos filmes foi avaliada com os seguintes microrganismos: L. monocytogenes,
E. coli, e S. putrefaciens. A metodologia de avaliagdo da inativacdo bacteriana consistiu
em expor os filmes com diferentes concentragdes de curcumina (0,025; 0,05; 0,1, e 0,2
mM) as solucBes contendo cada um dos microrganismos, e posterior exposi¢éo a luz azul
por 10 min, exceto os filmes contendo 0,1 mM de curcumina, que foram expostos a 30,
50, 70 e 90 min. Apos exposicao a luz os filmes foram lavados com solucéo de cloreto de
sodio 0,85% m/m por 5 min e quantidade determinada da solugdo contendo os
microrganismos em suspensdo era inoculada em placas agar por 12 a 48 h. Apds a
incubacdo a viabilidade celular era determinada a partir da contagem de unidades

formadoras de colOnia.

Lai e colaboradores (2022), prepararam um filme biodegradavel e investigaram a
performance antibacteriana. O filme foi preparado solubilizando k-carragenina em agua,
seguida pela adicéo de glicerol. A essa solugéo foi adicionada o complexo curcumina-f3-
ciclodextrina (Cur-B-CD) e a solucéo foi seca por 48h a uma temperatura de 24 °C.
Caracterizacdes como microscopia eletrdnica de varredura, FT-IR, DRX, permeabilidade
ao vapor de agua e estabilidade térmica dos filmes foram realizadas. Para baixas
concentracdes (0,5 e 1,0%) do complexo Cur-p-CD, a microscopia de varredura
demonstrou que o complexo estava bem distribuido na superficie rugosa da matriz. Ja
para maiores concentracdes (1,5 e 2,0%), o filme mostrou aglomerados do complexo na
superficie, além de maior rugosidade e presenca de ranhuras, que podem influenciar nas
propriedades mecanicas dos filmes. O potencial antimicrobiano dos filmes foi avaliado
nos microrganismos S. aureus e E. Coli, através da inoculagcdo dos microrganismos no
filme e posterior exposicdo dos filmes & luz azul por 30 min. Os filmes foram mais
efetivos na inibicdo da S. aureus quando comparado & inibicdo da E. Coli, e o sistema
exposto a luz apresentou maior inibicdo que o ndo exposto a luz, mostrado que a luz é

fator determinante para a inativagéo bacteriana.

Também investigando o potencial antimicrobiano, Subbuvel e colaborador (2022),
desenvolveram um filme de PLA contendo curcumina e 6leo de nim (6leo natural com

propriedades de interesse biologico). O filme foi preparado utilizando a metodologia de

48



evaporacdo do solvente, utilizando cloroférmio como solvente para o meio.
Caracterizagbes como ressonancia magnética nuclear, espectrometria FTIR,
permeabilidade ao vapor d’agua, analises térmicas e microscopia eletronica de varredura
foram realizadas. Através de ensaio de difusdo em placa gar os autores confirmaram que
h& um potencial antimicrobiano dos filmes produzidos. Ndo foram realizados ensaios
expondo os filmes a luz, portanto a aplicagdo dos filmes na TFD nédo foi avaliada.
Ademais, a avaliacdo da liberacdo de curcumina pelos filmes também foi investigada,

visando compreensdo sobre a difusdo da curcumina em meio liquido.

Cai e colaboradores (2022), desenvolveram um filme multicamadas de PCL e gelatina
contendo 4% em massa de curcumina em relacdo ao polimero usando a técnica de solution
blow spinning. Analises como DRX, MEV, medida de angulo de contato e propriedades
mecanicas e taxa de liberacdo de curcumina pelos filmes em meio aquoso foram
avaliadas. O potencial antimicrobiano dos filmes foi validado a partir da inibicdo das
bactérias E. coli e S. aureus. Nesse trabalho os autores concluiram que os filmes foram
capazes de liberar a curcumina continuamente no meio por até 312h, e que devido ao
potencial antimicrobiano comprovado, e boas caracteristicas mecanicas dos filmes os

mesmos apresentam potencial de utilizacdo para utilizacdo em embalagens de alimentos.

Pedro e colaboradores (2023), desenvolveram um filme adesivo com o biopolimero
pululano (polissacarideo biodegradavel) como matriz, contendo curcumina visando
aplicacdo tdpica para o tratamento de infecgdes de pele resistentes (Singh et al., 2023).
Os filmes foram preparados utilizando uma solucdo aquosa contendo betaina (molécula
organica que auxilia na regulacdo da pressao osmotica), acido levulinico e tendo acetona
como solvente (Zhou et al., 2012). Para o procedimento de preparo dos filmes a
metodologia de evaporagdo do solvente foi utilizada, onde a solugéo foi submetida a
ambiente ventilado a 40 °C durante a noite. Os filmes produzidos continham 4,4 ugcm
de curcumina e a capacidade antimicrobiana dos filmes foi testada contra S. aureus.
Caracterizagfes como espectroscopia UV-vis e FT-IR, analise termogravimétrica,
capacidade de absorcéo de umidade, e teste de tracdo foram realizados. Apoés verificacéo
da inativagdo bacteriana L-histidina e D-manitol foram usados como sondas para
deteccdo de oxigénio singlete e de espécies reativas de oxigénio. Foi constatado que a
inibicdo da S. aureus ocorre via geragdo de oxigénio singlete nos primeiros 15 minutos
de exposicao a luz, e que nos seguintes 15 minutos outras espéecies reativas de oxigénio

que contribuem para a inativacdo microbiana.
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Wen e colaboradores (2023) e colaboradores preparam quantum dots de carbono aos
quais extrato de curcumina foi incorporado utilizando etanol como solvente. Apds a
insercdo da curcumina, os quantum dots foram adicionados & matriz de quitosana
utilizando acido acético como solvente, e os filmes foram formados via evaporacdo do
solvente em ambiente a uma temperatura de aproximadamente 40 °C por 24 a 48 h.
Caracteriza¢fes como microscopia eletrdnica de varredura, teor de agua, solubilidade em
adgua, medida do éangulo de contato, calorimetria exploratéria diferencial, e
permeabilidade ao vapor dédgua foram realizadas. A avaliagdo do potencial
antimicrobiano dos filmes produzidos foi feita utilizando S. aureus e E. coli como
microrganismos de interesse. O método de contagem de unidades formadoras de col6nia
foi utilizado ap6s exposi¢do dos filmes a uma solugdo contendo suspengdo bacteriana de
cada organismo e posterior exposi¢do a luz azul por um periodo de 20 a 40 min. Além
disso a atividade antimicrobiana também foi analisada em pedacos de carne de porco.
Nessa analise o filme foi posto em contato com a carne de porco e submetido a irradiagdo
com luz azul por 40min. Novamente o método de contagem da quantidade formadora de
col6nias foi utilizado. Os autores concluiram que o potencial antibacteriano do filme foi
maior na S. aureus (bactéria gram positiva) que na E. coli (bactéria gram negativa)
possivelmente devido a diferencas na estrutura celular desses microrganismos. J& para 0s
ensaios realizados em carne de porco, os autores concluiram que a presenga dos filmes
nesse material inibiu a proliferacdo bacteriana, aumentando, portanto, o tempo de
preservacdo do alimento e demonstrando o potencial de aplicacdo do filme como
embalagem inteligente. Além da avaliagdo da capacidade da atividade antimicrobiana, o
rendimento quantico de geracdo de oxigénio singlete dos filmes foi quantificado
utilizando-se 1,3-difenilisobenzofurano como sonda de deteccdo, e utilizando DMSO
como solvente. Os autores concluiram que apds a irradiacdo dos filmes com luz azul
houve um rapido decaimento da intensidade de absorc¢ao da sonda, indicando, portanto, a
capacidade de geracao de oxigénio singlete do filme desenvolvido.

Teodoro e colaboradores (2023), desenvolveram um filme de PCL contendo
curcumina utilizando a técnica de solution blow spinning visando aplicagéo topica dos
filmes como curativos. Analises como MEV, FTIR, medida de angulo de contato e
ensaios de inibicdo bacteriana foram realizados. A inibi¢do da S. aureus foi avaliada,
ainda, via TFD via exposicdo de ratos previamente infectados com essa bactéria a

aplicacdo topica dos filmes e exposicdo a luz. Os autores concluiram que o filme
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desenvolvido apresentou potencial de aplicacdo para o tratamento de feridas pois 0s
filmes apresentaram potencial de inibigdo da S. aureus e E. coli. Além disso, devido a
capacidade da curcumina em mudar de cor em meios com diferentes pHs, o filme também
funcionou como sensor colorimétrico de pH na faixa de 4 a 11, demonstrando dessa

forma, a multifuncionalidade do filme desenvolvido.

2.5. Consideragdes gerais

A partir do exposto, percebe-se o vasto potencial de utilizacdo da curcumina, que
apresenta propriedades anti-inflamatdrias, antimicrobianas e antitumorais ja relatadas na
literatura e que séo potencializadas quando associada a exposi¢do a luz em comprimento
de onda especifico, possibilitando a abordagem de terapia fotodindmica. Apesar das
potencialidades da curcumina, esta € pouco soluvel em meio aquoso, 0 que reduz
significativamente sua biodisponibilidade em agua. Visando incrementar a eficiéncia da
abordagem da TFD, ha possibilidade de utilizar derivados sintéticos de curcumina, que
apresentem maior eficiéncia quantica de geracdo de oxigénio singlete. Além disso, séo
utilizadas estratégias para incrementar a biodisponibilidade dessas moléculas, como
desenvolvimento de nanoformulac@es, impregnacdo em substratos ou incorporagdo em
filmes finos. Neste contexto, o presente trabalho estd centrado na estratégia de
desenvolvimento de filmes poliméricos contendo curcumina sintética e derivados na
matriz polimérica. Uma vez inseridas nas matrizes poliméricas, essas moléculas
fotossensibilizantes podem promover a disponibilizacdo de oxigénio singlete para um
meio biol6gico, na interface sélido-liquido (membrana-organismo). Além disso, a
utilizacdo destas moléculas em filmes poliméricos pode ampliar as possibilidades de
aplicacdo de TFD de forma ndo restrita apenas a aplicac@es topicas, além de garantir que
ndo reste residuo de fotossensibilizador no organismo, incrementando a seguranca da
aplicacdo de TFD. Essa abordagem permite vislumbrar futuro desenvolvimento de sonda
oOptica para aplicacdo de TFD em Orgaos internos.
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CAPITULO I1I: MATERIAISE
METODOS

3.1. Especificagao dos insumos

Foram utilizados como fotossensibilizadores no presente trabalho a curcumina
sintética e seus derivados, apresentados a seguir e ilustrados pela Figura 8 quanto suas
respectivas estruturas quimicas. Estas moléculas, com pureza maior que 95 %, foram

fornecidas pela empresa Magtech Solu¢des em Nanoparticulas Magnéticas Ltda.
(C1) 5-hidroxi-1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)hepta-1,4,6-trien-3-ona;
(C2) 1,7-bis(4-(difenilamino)fenil)-5-hidroxi-hepta-1,4,6-trien-3-ona;
(C3) 1,7-bis(4-(dietilamino)fenil)-5-hidroxi-hepta-1,4,6-trien-3-ona;

(C4) 1,7-bis(4-(dimetilamino)fenil)-5-hidroxi-hepta-1,4,6-trien-3-one.

Figura 8 - Estrutura da curcumina e seus derivados sintéticos utilizados neste trabalho.
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Fonte: Autoria prépria.

Visando compreender a influéncia das propriedades da matriz polimérica nas
caracteristicas dos derivados de curcumina em estudo, bem como buscando propriedades

passiveis de uso na area médica, diferentes polimeros foram escolhidos como matriz, em
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virtude principalmente da diferenca de polaridade. Os polimeros utilizados no presente

trabalho estdo detalhados a seguir:

Q) PMMA, Sigma-Aldrich,
(i) PLA 2003, NatureWorks,
(i) PCL, Sigma-Aldrich

Todos os solventes utilizados foram obtidos pela Sigma-Aldrich, com pureza
analitica, a saber: alcool etilico (EtOH), acetona, cloroférmio (CHCIs) e dimetil sulféxido
(DMSO0).

Ademais, os reagentes Imidazol, N,N-Dimetil-4-nitrosoanilina (RNO) e pastilhas
para preparo de solugdo tampéo fosfato salino (PBS) e perdxido de hidrogénio (H205)
também foram obtidos pela Sigma-Aldrich.

Para o0s ensaios bioldgicos, a cepa utilizada da L. amazonensis foi a
IFLA/BR/1967/PH8, e 0 meio de cultura utilizado foi o PBHIL (Almeida Rodrigues, De
et al., 2010) suplementado com soro fetal bovino (SFB) obtido da LGC Biotecnologia.

3.2. Preparo de solugdes curcumina e derivados

Foram preparadas solucdes de curcumina e seus derivados em etanol (solvente
prético) e acetona (solvente aprotico), a 100,0 uM. Medidas de absorcao foram realizadas
logo ap6s o preparo das solucdes e trés dias apds o preparo (as solucbes foram guardadas
ao abrigo da luz). Apds leituras os espectros de absorcao obtidos foram normalizados para

intensidade 1,0 e avaliados quanto ao perfil e comprimento de onda de méaxima absorcao.

3.3. Avaliacado da precipitacédo de derivado de curcumina em meio aquoso

Visando analisar a possivel formacao de precipitados dos fotossensibilizadores em
meio aquoso, foram preparadas solucdes do derivado de curcumina C4 em DMSO em
diferentes concentracdes (50,0; 75,0 e 100,0 uM). Sobre as solugdes de C4 em DMSO
foram vertidas 4gua deionizada em diferentes propor¢des DMSO:H-0.

Primeiramente foi feita uma solucdo-mée do derivado de curcumina C4 em DMSO,
na concentracdo de 3,0 mM. Apds a solubilizagdo completa do C4, com auxilio de
agitacdo manual, foram preparadas as diluicbes em DMSO nas concentragdes de 50,0;
75,0 e 100,0 uM. Posteriormente, estas solucdes foram aliquotadas em placas de acrilico

96 pocos e sobre estas foram adicionadas diferentes quantidades de &gua, garantindo
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proporcoes finais de 5,0; 10,0 e 15,0% de DMSO em relagdo a agua. As misturas
DMSOc4:H20 foram preparadas mantendo-se sempre o mesmo volume dos pogos, para

garantia de um mesmo caminho dptico para todas as amostras.

A placa foi mantida em repouso por 1h e as solugfes foram inspecionadas visualmente

e com auxilio de microscépio oOptico.

Visando obtenc¢do de informacdes sobre a distribuicdo do tamanho de particulas nas
solugdes, as mesmas solucbes preparadas anteriormente foram preparadas em maior
volume, de 1,5 mL visando obtencéo de volume minimo para a anélise. O tamanho das

particulas foi analisado em analisador de tamanho de particula.

3.4. Preparo dos filmes poliméricos via evaporacao do solvente

Os filmes poliméricos foram desenvolvidos utilizando-se a metodologia de
evaporacdo do solvente. Como solvente, foi utilizado o cloroférmio, solvente polar
aprético, para evitar a degradacdo dos fluoréforos. Os polimeros utilizados foram PMMA,
PLA e PCL. E os fotossensibilizadores, dentre os quatro avaliados em solucéo, o C1 e C4

foram adicionados aos filmes poliméricos.

A primeira etapa de elaboracéo dos filmes consistiu na producgédo de solugdo mae do
fotossensibilizador em cloroférmio. Essa solubilizacéo foi feita sem aquecimento e com
agitacdo manual. Apés a obtencdo dessa solucdo, preparou-se a solucdo polimérica
solubilizando quantidade suficiente de polimero em volume de solvente, mantendo-se a
proporcdo de 5,0 % de massa de polimero em relacdo ao volume total da solucdo. A
solucdo foi mantida sob agitacdo magnética para auxilio da solubilizacdo do polimero por
tempo aproximado de 30 min. Finalmente, a solucéo de curcumina (C1) e derivado (C4)
foram vertidas sobre a solucdo polimérica em quantidade suficiente para alcancar a
proporcao desejada de fotossensibilizador em relacdo ao polimero. A homogeneizagéo
das solucgdes foi realizada com auxilio de bastdo de vidro. Em seguida, a solucéo
polimérica fluorescente foi vertida em uma mesa plana de ceramica e espalhada com o
auxilio de um extensor de 0,4 um de espessura, resultando na obtengéo do filme, como
ilustrado no Esquema 2. Este foi deixado para secar em temperatura ambiente, em
ambiente sem conveccdo forcada de ar, para evaporacdo total do solvente por
aproximadamente 3 min, e apds esse tempo, o filme foi retirado com auxilio de uma

espatula.
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Para avaliar a fotoestabilidade dos filmes fluorescentes, foram preparadas solugdes
poliméricas contendo trés concentraces de curcumina e derivados (0,25; 0,50 e 1,00%
em massa), além de filmes contendo apenas os polimeros (brancos). Apos a remogao do
filme da mesa, o mesmo foi recortado com auxilio de ferramenta de corte em discos de
aproximadamente 1 cm de diametro, e os filmes foram guardados em sacolas zip lock ao

abrigo da luz e umidade, para posteriores caracterizagdes fotofisicas e fisico-quimicas.

Esquema 3 - Obtencdo dos filmes poliméricos contendo curcumina e derivados via
evaporacdo do solvente, com auxilio de extensor
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Fonte: Autoria prépria. Criado com BioRender.com

3.5. Avaliacédo da precipitacdo de derivado de curcumina em filme polimérico

Foram produzidos filmes poliméricos em maiores propor¢cdes do derivado de
curcumina C4 (1,0; 10, 0; 20,0 e 30,0 % p/p em relacdo ao polimero. Neste caso, foi
utilizado apenas o polimero PMMA, uma vez que este é mais translicido, caracteristica
importante para incremento de eficiéncia da TFD. A obtencéo destes filmes foi realizada
para avaliar a possivel formacéo de precipitados do fluor6foro em matriz polimérica.
Neste caso, ndo foi utilizado o extensor e a solugdo polimérica fluorescente foi vertida
diretamente sobre uma lamina de microscopio dptico, sem ser removida da mesma apos

secagem, que durou aproximadamente 30 s.
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3.6. Caracterizac0es fotofisicas e fisico-quimicas

As técnicas de caracterizacdo utilizadas neste trabalho estdo detalhadas nessa secéao
e 0 conceito tedrico das mesmas estd exposto no ANEXO 1.

3.6.1. Espectrofotometria de absorcéo e emisséo

As medidas de espectroscopia de absor¢do e emissdo correlatas ao trabalho foram

realizadas no espectrofotdmetro SpectraMax® iD3 da Molecular Devices.

Visando compreender perfil de absor¢éo da curcumina sintética e seus derivados e
determinar o comprimento de onda de maxima absorcdo destes nos diferentes solventes
especificados na se¢do 3.2., foram obtidos espectros de absorcdo UV-vis das solucdes no
intervalo de 300 a 800 nm, com resolucdo de 1 nm, dispondo as solugbes em placa de

acrilico de 96 pogos.

A fim de avaliar o perfil de absorcao dos filmes poliméricos contendo curcumina (C1)
e derivado (C4), em virtude da polaridade dos diferentes polimeros utilizados, foram
realizadas leituras de absorcéo dos filmes no intervalo de 300 a 800 nm, com resolucao
de 1 nm, dispondo os filmes em placa de quartzo. Os filmes poliméricos contendo C4
também foram inspecionados quanto ao perfil de fluorescéncia, obtendo os espectros de
emissdo no intervalo de 510 a 800 nm, com excitacdo em 480 nm, e resolucdo de 1 nm,

também em placa de quartzo.

Ademais, foi feito ensaio de fotoestabilidade dos filmes produzidos. Os filmes foram
submetidos a ensaio de fotobranqueamento dos fotossensibilizadores a partir da
exposicao dos filmes a luz de diferentes comprimentos de onda. Os filmes foram expostos
a luz azul (Aex = 435 a 480 nm), verde (Aex = 500 a 560 nm) e vermelha (Aex = 650 a 750
nm) por um tempo total de 2h. Para exposicdo a luz, utilizou-se refletor LED RGB com
poténcia de 50 W. Os filmes foram colocados a uma distancia de aproximadamente 10
cm do refletor, e o fotobranqueamento foi avaliado a partir de medi¢des da intensidade
de absorc¢éo dos filmes por espectroscopia de absor¢do UV-vis no intervalo de 0, 1, 5,
10, 15, 30, 60 e 120 min. As leituras foram realizadas em varredura de 300 a 800 nm,
com resolucéo de 1 nm dispondo os filmes em placa de quartzo. Tal procedimento esta

ilustrado no Esquema 4.
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Esquema 4 - Ensaio de fotoestabilidade dos filmes poliméricos contendo curcumina
sintética e derivados.
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Fonte: Autoria prépria. Criado com BioRender.com
3.6.2. Microscopia 6ptica

A microscopia dos precipitados do derivado de curcumina C4 em meio aquoso foi
realizada em microscopio trinocular invertido modelo Nib 100, iluminado com lampada

de halogénio de poténcia 30 W, lentes com aumento de 40 — 400x.

A técnica de microscopia oOptica também foi utilizada para analisar a presenca de
imperfeicBes e de cristais na superficie dos filmes poliméricos contendo o derivado de
curcumina C4. A microscopia das laminas foi realizada em microscopio Optico de
polarizacdo Leica modelo DM750, iluminado com lampada led branca e lentes com

aumento de 4 — 100x.

3.6.3. Espalhamento de luz dindmico (DLS)

A distribuicdo de tamanho das particulas em meio aquoso foi obtida utilizando-se
0 equipamento L.itesizer 500 Anton Paar, visando identificar variacdes na distribuicéo de
tamanho dos precipitados de curcumina formados, em virtude das diferentes propor¢oes
de DMSO:H20 e teor de curcumina.

3.6.4 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourrier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier na configuragédo de
reflectancia total atenuada (ATR) foi utilizada visando identificar as bandas de ligacGes
caracteristicas entre os fluordéforos sintéticos e os polimeros em estudo. As leituras dos
filmes produzidos foram realizadas no intervalo de 4000 a 400 cm™ com resolugéo de 2
cm* em equipamento da marca Shimadzu, modelo IRTracer-100, com acessorio QATR
10.
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3.6.5. Difracéo de raios-X (DRX)

Neste trabalho utilizou-se a técnica de DRX visando avaliar a existéncia de dominios
cristalinos nos filmes poliméricos em decorréncia da presenca do derivado de curcumina
C4. Apds o preparo dos filmes como descrito na se¢éo 3.4., os discos de aproximadamente
1 cm de diametro foram utilizados para a investigacao da cristalinidade do material. O
difratdmetro de raios-X utilizado foi do modelo Empyrean. A técnica ndo necessitou de
nenhum preparo da amostra, consistindo apenas na fixacdo dos filmes produzidos no

porta amostra.

3.6.6. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Neste trabalho a técnica de MEV foi utilizada para avaliar a formacdo de
precipitados/cristais do derivado de curcumina C4 no filme polimérico de PMMA. Foram
preparados filmes com diferentes concentrac6es de C4, como descrito na se¢ao 3.5. Apds
preparo das laminas, as amostras foram metalizadas com ouro em metalizadora modelo
Emitech K550X. O processo de metalizagdo consistiu no recobrimento das amostras com
um filme de espessura aproximada de 20 nm utilizando a técnica de magnetron sputtering.
A microscopia eletrénica de varredura foi realizada em equipamento modelo Jeol
7100FT.

3.7. Determinacéo da geracéo de oxigénio singlete.

Conforme discutido na reviséo da literatura, ha poucas sondas quimicas especificas
para a deteccao de oxigénio singlete em meio aquoso. Neste trabalho, busca-se avaliar o
potencial de filmes poliméricos, contendo derivados de curcumina sollveis em solventes
organicos, na geracdo de oxigénio singlete. Para garantir que o material desenvolvido
mantenha sua estrutura intacta, é essencial o uso de uma sonda quimica solivel em meio
aquoso. Além disso, é importante ser possivel detectar a geracdo de oxigénio singlete em
meio aquoso, mesmo o tempo de meia vida deste em agua sendo muito rapido, pois sera
mais fidedigno a condicdo bioldgica, considerando a aplicacdo terapéutica. Neste
contexto, e considerando as opgOes de sondas especificas para deteccdo de oxigénio
singlete apresentadas na secdo 2.1.4, foi utilizada a sonda N,N-Dimetil-4-nitrosoanilina
(RNO) neste trabalho.

A deteccdo da presenga do oxigénio singlete pelo RNO tem como fundamento o

decaimento do maximo de absor¢do dessa espécie em presenca de uma molécula

58



intermediaria, peroxido transanular, formada a partir da reacdo do Imidazol com o

oxigénio singlete. O

Esquema 5 demonstra o mecanismo envolvido na quantificacéo de oxigénio singlete,
considerando a curcumina como fotossensibilizador. Essa metodologia foi adaptada de
Kralji¢, (1978), onde os FSs utilizados no estudo foram a eosina, fenosafranina e tionina,

corantes j& conhecidos na literatura pela capacidade de geracéo de oxigénio singlete.

Esquema 5 - Geracgdo de oxigénio singlete através da curcumina sintética como FS e
oxidagdo do RNO
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Fonte: Adaptado de Kralji¢, (1978).

Primeiramente fez-se a validagdo da metodologia exposta por Kralji¢ (1978). Foi
desenvolvida uma curva de calibragdo do RNO em PBS (10 mM). Foram preparadas
solugdes de 10 a 100 uM de RNO em PBS, e o espectro de absor¢édo das solugdes foi
obtido utilizando o espectrofotdometro SpectraMax® iD3 no intervalo de 230 a 900 nm
com resolucdo de 10 nm. O preparo da curva de calibracéo teve como objetivo determinar
a concentracdo de RNO a ser utilizada nos experimentos seguintes visando uma boa

sensibilidade do método.

Ap0s a elaboracédo da curva de calibragédo e determinacdo da concentracdo de RNO a
ser utilizada nos experimentos subsequentes, fez-se anélise da influéncia da presenca do

Imidazol (Imd) no espectro do RNO. Mantendo-se a proporgéo molar de 1 mol de RNO
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para 1 mol de Imd. Foram preparadas solugdes de concentracdes variadas de 10 a 100 uM
de RNO e 10 a 100 uM de Imd. O espectro de absor¢édo das solucgdes foi obtido a partir
da varredura absorcdo em espectrofotdmetro no intervalo de 230 a 900 nm com resolucéo

de 10 nm utilizando o espectrofotdmetro SpectraMax® iD3.

O terceiro experimento visou validar o decaimento do maximo de absor¢édo do RNO
em virtude da presenca oxigénio singlete. A metodologia foi analisada inicialmente
utilizando o azul de metileno como elemento fotossensibilizante devido a capacidade de
solubilizacdo do azul de metileno em solugfes aquosas, e ao fato de ser estabelecido na
literatura a elevada capacidade de geracdo de oxigénio singlete por esta espécie. Para tal
experimento, primeiramente foi avaliado a degradacdo do AM em solucdo PBS visando
verificar a estabilidade do FS. De forma similar a curva de calibracéo, foram preparadas
solugdes de AM em PBS nas concentracdes de 10 a 100 uM, e o espectro de absor¢éo das
solugdes foi obtido utilizando o espectrofotdmetro SpectraMax® iD3 no intervalo de 230
a 900 nm com resolucdo de 10 nm. Apds acompanhamento da estabilidade do AM, foi
preparada solucdo contendo RNO e azul de metileno em PBS nas concentracdes
equimolares de 50 uM, e o decaimento do méaximo de absor¢cdo do RNO foi
acompanhado, novamente, utilizando-se espectrofotdmetro SpectraMax® iD3 no

intervalo de 230 a 900 nm com resolugdo de 10 nm.

Além disso, foi avaliada a especificidade do RNO em detectar oxigénio singlete, e
ndo espécies reativas de oxigénios (EROs) em geral. Para tal, foi preparada solucdo
contendo RNO, Imd e H20> em PBS nas concentracGes equimolares de 50 uM, e o
decaimento do méaximo de absorcdo do RNO foi acompanhado, novamente, utilizando-
se espectrofotdbmetro SpectraMax® iD3 no intervalo de 230 a 900 nm com resolucdo de
10 nm.

Finalmente, foi avaliada a capacidade do filme de PMMA contendo o derivado
sintético de curcumina C4 em liberar oxigénio singlete. Para tal, foram preparados filmes
de PMMA _C4, com teor de 5,0 % em massa do polimero em relagdo ao volume total de
solvente e 20,0 % em massa de C4 em relagdo a massa de PMMA, via evaporagdo do
solvente em tubos de ensaio. A solugéo polimérica contendo o derivado de curcumina foi
preparada de forma similar a descrita em 3.4. Entretanto, os filmes ndo foram preparados
com auxilio do extensor, e sim diretamente no interior do tubo de ensaio onde ficou

aderido. Para o preparo dos filmes, 200 uL da solucéo polimérica fluorescente preparada
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previamente foram transferidos para tubos de ensaio de 10 mL, e a parede dos tubos de
ensaio foram cobertas até aproximadamente 70% da altura do tubo. Movimentos
circulares foram realizados com a solucdo dentro dos tubos de ensaio visando manutencéo
a uniformidade da espessura do filme durante a evaporacdo do solvente. Apos o
estabelecimento de uma pelicula de filme de PMMA contendo o derivado de curcumina
C4 nos tubos de ensaio, foi adicionada solugdo de RNO e Imd nas concentragdes de 50
uM, preparados em PBS. Os tubos foram expostos a luz verde por tempo total de 60 min,
e 0 espectro de absor¢do do RNO foi obtido, no intervalo de 230 a 900 nm, recolhendo

diferentes aliquotas ao longo do tempo de ensaio.

3.8. Ensaios bioldgicos

Como explanado na revisdo da literatura, diversos estudos ja validaram o potencial
bactericida da curcumina em microrganismos como E. Coli, S. aureus e S. putrefaciens,
por exemplo. Neste trabalho, o potencial antimicrobiano do derivado sintético C4 foi
avaliado em modelo biolégico do protozoario unicelular L. amazonensis. Os ensaios
bioldgicos foram realizados em parceria com o Laboratério de Investigacdo de
Substancias Bioativas (LISbio) da Faculdade de Farmacia da UFRJ.

3.8.1. Inoculagdo da L. amazonensis

As promastigotas da L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) foram inoculadas em
meio PBHIL suplementado com 10% de SFB a 26°C por 4 dias, visando obtencdo do
parasita na fase log tardia. Os protozoarios foram, entdo, transferidos juntamente com o
meio de cultura em concentracdo adequada para os ensaios de citotoxicidade do derivado
de curcumina livre (secdo 3.8.2) e do derivado de curcumina no filme polimérico de
PMMA (secdo 3.8.3).

3.8.2. Citotoxicidade do derivado de curcumina livre

Visando analisar o potencial de utilizacdo do derivado de curcumina C4 livre,
verificou-se o potencial de inibicdo do crescimento de formas promastigotas de L.
amazonensis através da técnica de dilui¢do seriada em placas de 96 pogos. Primeiramente
foram preparadas as solugdes de C4 em DMSO nas concentragdes de 25, 50, 100, 200 e
400 pg/mL. Ja a solugdo de promastigotas de L. amazonensis foi preparada na
concentragdo de 10° pg de promastigotas/mL, de através da diluicdo seriada da cultura

original. O experimento foi divido em trés placas:
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Grupo 1 — Controle negativo. Placa (1) com parasitos em contato com o derivado de
curcumina sem exposicdo a luz verde e (2) sem parasitos, com solucéo do derivado de

curcumina e sem exposicao a luz verde.

Grupo 2 — Aplicacdo da TFD. Placa contendo parasitos em contato com o derivado

de curcumina e exposicao a luz.

Grupo 3 — Controle positivo de viabilidade (100%). Placa contendo parasitos néo

tratados (sem contato com o derivado de curcumina) e sem exposi¢éo a luz verde.

Para o grupo 2, aos pocos de uma placa de 96 pocos foram adicionados a suspenséo
de promastigotas na concentragdo de 10° pg de promastigotas/mL, e a placa foi irradiada
por um periodo de 60 s com luz no comprimento de onda verde a uma distancia

aproximada de 5 cm da fonte, totalizando uma dose de luz de 27,53 Jem™.
Em todas as placas, normalizou-se para 1% a concentracédo final de DMSO.

Apés tratamento da placa com luz, a incubacéo in vitro dos parasitos ocorreu por 48h
a 28°C. O indicador de viabilidade resazurina (100 uM) foi adicionado aos pogos 24 h
antes do fim do tratamento. E, por fim, visando verificar a viabilidade celular das
promastigotas, fez-se leitura do espectro de fluorescéncia em 555/585 nm
(excitacdo/emissdo) e calculou-se a porcentagem de viabilidade das espécies submetidas
a cada tratamento comparando-se com dados do controle positivo que representam 100%

de viabilidade.

3.8.3. Citotoxicidade do derivado de curcumina em matriz polimérica

Para avaliacdo do potencial antiprotozoario do derivado C4 em matriz polimérica,
foram utilizados tubos de ensaio revestidos com filme polimérico de PMMA contendo
20,0% em massa de C4, como descrito na secéo 3.7. Para o ensaio bioldgico, os tubos de
ensaio recobertos com filme polimérico contendo o fotossensibilizador foram preparados
em condigOes de esterilidade. Os tubos de ensaio utilizados foram previamente
esterilizados em autoclave (Stermax Extra, Stermax) a 121 °C e 1 atm por 20 min e 0
procedimento de revestimento dos tubos de ensaio com polimero fluorescente foi
realizado em capela de fluxo laminar. Assim foi garantida a manutencdo da esterilidade

do meio durante ensaio de viabilidade da L. amazonensis.
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Aos tubos de ensaio, foram adicionadas suspensdo de promastigotas de concentragdo
de 108 promastigotas/mL obtidas a partir da inoculagdo inicial. O tempo de pré-irradiacio
foi de aproximadamente 30 s, e os tubos contendo os filmes contendo o derivado C4
foram irradiados por 60 s com luz verde, 0 que correspondeu a uma dose total de luz de
27,53 J/cm?. A distancia da fonte de luz para os tubos de ensaio foi de aproximadamente

5cm.
Os grupos existentes nesse ensaio foram:

Grupo 1 — Controle negativo. Tubo de ensaio revestido com PMMA_C4, contendo

parasitos sem exposicao a luz verde.

Grupo 2 — Aplicagdo da TFD. Tubo de ensaio revestido com PMMA_C4, contendo
parasitos e exposicao a luz verde.

Grupo 3 — Controle positivo de viabilidade (100%). Tubo de ensaio revestido apenas

com PMMA, contendo parasitos, e sem exposicao a luz verde.

Para ambos 0s ensaios bioldgicos, a analise estatistica foi realizada usando Two-Way
ANOVA para determinar diferencas significativas (p <0,05) entre as médias dentro da

mesma coluna, indicadas por letras diferentes.
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CAPITULO IV -RESULTADOSE
DISCUSSAO

Neste capitulo os resultados obtidos serdo confrontados com dados da literatura.
Primeiramente sera avaliada a fotoestabilidade da curcumina sintética e seus derivados
(C1, C2, C3 E C4) de forma livre em solucdo. Também sera avaliada a tendéncia a
precipitacdo do derivado de curcumina C4 em particio DMSO:H20, mimetizando
condicBes de ensaios bioldgicos. Em seguida serdo apresentados os filmes poliméricos
fluorescentes obtidos e suas caracterizagdes fotofisicas e fisico-quimicas, além da
avaliacdo de fotoestabilidade dos filmes contendo os fotossensibilizadores e a tendéncia
de formacdo de precipitados//cristais do fotossensibilizador na matriz polimérica.
Também sera avaliada, em ensaio fisico-quimico, a capacidade de geracdo de oxigénio
singlete do derivado de curcumina C4 livre e em matriz polimérica de PMMA. Por fim,
a TFD intermediada pelo C4, livre e em PMMA, sera validada em ensaio bioldgico de

inibicdo do crescimento do protozoério L. amazonensis.

4.1. Avaliagédo da curcumina e derivados

4.1.1. Estabilidade dos derivados de curcumina em solugéo

A fotoestabilidade da curcumina e de seus derivados em solu¢éo € influenciada pelo
pH, tipo de solvente (protico ou aprético, polar ou apolar), exposicao a luz, e até mesmo
temperatura do meio (Kharat et al., 2017; Mondal, Ghosh e Moulik, 2016). Visando
avaliar a influéncia de diferentes tipos de solvente na estabilidade da curcumina e seus
derivados, bem como verificar possiveis deslocamentos no espectro de absorcéo, foram
preparadas soluc¢des contendo curcumina sintética e seus derivados em meio polar proético
(etanol) e polar aprético (acetona). Os espectros de absorcéo de tais solugdes foram
obtidos via espectrofotometria UV-vis e estdo apresentados Figuras 9 e 10.
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Figura 9 - Espectros de absorcdo das solugdes de derivados de curcumina em etanol no
dia do preparo (a), e trés dias apds o preparo (b). Dados normalizados em intensidade de
sinal.

——C1 (3, =430 nm) (@)
——C2 (3, =468 nm)
——C3 (3, = 484 nm)

C4 (%, = 498 nm)

Absorvancia

= =

——C1(,,,=4300m) | (b)
——C2 (A, = 459 nm)
——C3 (A, = 482 nm)

C4 (=496 nm)

Absorvancia

T T - T T = T T
400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Autoria propria.

A clrcuma (C1) possui um largo espectro de absor¢éo no intervalo de 300 a 500 nm
devido a presenca de grupamentos fenolicos. Em relacéo a estabilidade da C1 em solucéo,
tanto para o dia 0 quanto para o dia 3, 0 méaximo de intensidade da absorcéo foi de 430
nm, o0 que e proximo de valores da literatura que exibem maximo de absorg¢do de 425 nm
em etanol, demonstrando que o composto ndo degradou com o tempo (Franca, de, 2022;
Kim et al., 2013).

Por sua vez, os compostos C2 e C4, apresentam um irrelevante deslocamento no Amax
de absor¢do de aproximadamente, pois para 0 C2 o comprimento maximo de absor¢do
passou de 468 para 459 nm. Ja o C4, o comprimento maximo de absorcéo passou de 498
para 496 nm. Pode-se afirmar que tais compostos, de forma similar a C1 também
apresentam estabilidade na solucdo e ndo degradaram com o tempo. Ademais, 0s
maximos de absorc¢do ficaram proximo de valores de referéncia na literatura, sendo de

465 e 492 nm, respectivamente (Franga, de, 2022).

Diferentemente da curcumina e seus derivados, 0 C3 apresentou o surgimento de um
ombro em aproximadamente 400 nm trés dias apds o preparo da solucdo, indicativo de
fotoinstabilidade. Na literatura ndo h& relatos sobre o espectro de absorcdo desse

composto nos solventes aqui estudados. Entretanto, sabe-se que em DMSO, solvente
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aprotico polar, esse composto apresenta maximo de absor¢do em 512 nm, valor
relativamente proximo ao maximo encontrado para ambos os solventes em estudo (Deus,
De et al., 2021).

Diferentemente de quando solubilizados em etanol, a curcumina e seus derivados
sintéticos quando solubilizados em acetona tanto no dia quanto trés dias apds o preparo
ndo apresentaram nenhuma diferenca no comprimento maximo de absor¢cdo como mostra
a Figura 10. Ademais, todos os compostos se comportaram de forma estavel e nédo
apresentaram o surgimento de novas bandas de absorcdo. Ademais, 0s maximos de
absorcéo dos compostos C1, C2 e C4 condizem com resultados existentes na literatura,
onde 0 Amax de absorcdo é de 420, 467 e 492 nm em acetona (Franga, de, 2022). Na
literatura, ndo ha relatos do Amax de absorcdo do derivado C3 em acetona, apenas em
DMSO, que corresponde a 497 nm (Deus, De et al., 2021).

Figura 10 - Espectros de absor¢éo normalizados das solugdes de derivados de curcumina
em acetona no dia do preparo (a), e trés dias apds o preparo (b).
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Fonte: Autoria propria.

Vale ressaltar que a curcumina e seus derivados apresentam tendéncia a
fotoinstabilidade em solventes préticos (como é o caso do etanol), dado o equilibrio ceto-

enol dessas moléculas (Kazakova, Lipkovska e Barvinchenko, 2022). Portanto, para
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garantir maior estabilidade dessas moléculas em solugédo é importante a utilizacdo de um

solvente aprotico, como demonstrada a manutengéo de fotoestabilidade em acetona.

De forma semelhante a acetona, o cloroférmio € um solvente polar aprético, e é capaz
de solubilizar tanto a curcumina e seus derivados quanto os polimeros em estudo. Desta
forma, o cloroférmio foi escolhido para ser utilizado como solvente para a elaboragdo dos
filmes poliméricos fluorescentes, pois favorece a estabilidade fotofisica da curcumina e

seus derivados, além de garantir a solubilizacao dos polimeros.

4.1.2. Precipita¢io da curcumina em meio aquoso

A curcumina é pouco soltvel em meio aquoso, levando a formacdo de precipitados
em concentracdes superiores a saturacdo, reduzindo sua biodisponibilidade. A presenca
de cristais de curcumina em meio aquoso ndo é um fator comumente analisado em
trabalhos que envolvem o potencial de utilizagdo da curcumina como elemento
antimicrobiano, como exemplificado pela revisdo da literatura. Entretanto, tal analise se
faz necessaria para uma avaliacdo da competicdo da geracdo de EROs versus potencial
de biodisponibilidade do derivado no microrganismo. Sabe-se que o potencial
antimicrobiano da curcumina envolve a sua biodisponibilidade, desta forma, a formacéo
de precipitados de curcumina (e derivados) reduz sua biodisponibilidade, pois ndo
estando sollvel, apenas as moléculas presentes na superficie do cristal estardo bioativas.
Desta forma, a avaliacdo da precipitacdo de cristais de derivados de curcumina em
solucdo se faz necessaria para compreensdo dos mecanismos de inativacdo de

microrganismos.

Neste contexto, foi avaliada a tendéncia de formacdo de precipitados/cristais do
derivado de curcumina C4, variando a concentracdo do fotossensibilizador e o teor de
DMSO em relacdo a agua, como descrito na secdo 3.3. A Figura 11 apresenta a inspecao
visual do ensaio, apresentando turvagdo nos pocos, como indicio de formacdo de
precipitados. No entanto, foi necessaria uma inspecdo mais detalhada por microscopia

oOptica para confirmar tal precipitacéo.
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Figura 11 — Inspecéo visual da formacao de precipitados do derivado de curcumina C4,
em funcgdo da concentracdo do fotossensibilizador e teor de DMSO em relagéo a agua.
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Fonte: Autoria propria.

A microscopia Optica € um método qualitativo que pode ser utilizado para avaliar a
presenca de cristais, em ordem de grandeza de micrémetros, em solucdo. A anélise das
misturas de C4/DMSO/H20 por microscopia éptica (Figuras 12 e 13) permitiu confirmar
a existéncia de cristais em meio aquoso, com tamanho micrométrico e submicrométrico.
Foi detectada a presenca de cristais de tamanhos distintos em todas as solugdes, com
dimensdo inferior a 100 pum. Foram identificados cristais na borda de bolhas de ar na
solucdo, e internos as bolhas, demonstrando a tendéncia a precipitagdo na interface
liquido-gas. N&o foi observada correlagdo entre o tamanho do precipitado em relagdo a
concentracdo de C4 e o teor de DMSO, o que pode estar relacionado a limitagdo da
técnica. Assim, visando compreender com maior precisdo a dimensdo dos precipitados
formados em meio aquoso, foi empregada a técnica de espalhamento dindmico de luz

(DLS) para determinar a distribuicdo de tamanho de particulas.
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Figura 12 - Microscopia Optica da solucdo de C4 em DMSO com aumento de 4x

5% DMSO 10% DMSO 15% DMSO

[C4] =50 uM

o - - -
o uM- -

Fonte: Autoria propria.

Figura 13 - Microscopia Optica da solu¢do de C4 em DMSO com aumento de 10x

5% DMSO 10% DMSO 15% DMSO

o - - -
IC4]=100“M- - -

Fonte: Autoria prdpria.

[C4] =50 uM
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A distribuicdo de diametro hidrodinamico das particulas em meio agquoso €
apresentada na Figura 14 e os diametros hidrodindmicos medios dos cristalitos formados
em cada condigdo estdo sumarizados na Figura 15. Foi observado a concentracdo de
curcumina (C4) ndo apresentou uma influéncia no crescimento dos cristais na faixa de
concentracdo avaliada. Ja as diferentes propor¢des de DMSO em agua influenciaram de
maneira diretamente proporcional no tamanho dos precipitados formados. Esta dindmica
pode ser explicada pelo aumento da solubilidade da curcumina vinculado ao aumento do
teor de DMSO no meio, de forma que a formacao de pontos de nucleacgéo é dificultada
tendendo a formar menor quantidade de cristais com maior tamanho. Em oposi¢do, com
menor teor de DMSO a precipitacdo é facilitada, tendendo a formar maior nimero de
precipitados com menor tamanho, dada a inducdo de uma precipitacdo acelerada
(Jikazana et al., 2025)

O tamanho médio do didmetro hidrodindmico das particulas formadas variou entre
200 e 500 nm, com as menores particulas sendo observadas no cenario de menor
concentracdo de curcumina e menor teor de DMSO. Vale destacar que a distribuicdo de
tamanhos da solucdo contendo 100 uM de C4 e 15% DMSO:H20 ndo apresentou boa
reprodutibilidade devido a uma provavel aglomeracéo das particulas em solucéo.
Figura 14 - Distribuicdo do tamanho hidrodindmico das particulas de C4 solubilizadas

em DMSO em diferentes proporcdes. Primeira leitura em verde; segunda leitura em
amarelo e terceira leitura em vermelho.
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Figura 15 - Diametros hidrodinamicos médios em meios aquosos com diferentes
proporc¢des de DMSO:H20 e concentragdes de curcumina (C4)
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A presenca de cristais em solucdo pode ser indicio de que nos filmes poliméricos
ocorra a precipitacdo do derivado de curcumina na superficie da matriz polimérica, ndo
estando a molécula totalmente dispersa na matriz polimérica. Isto pode influenciar na
geracdo de oxigénio singlete, pois se a curcumina estiver dispersa de forma molecular no
filme polimérico o fotossensibilizador estara disponivel de forma homogénea na interface
polimero-meio, mas se a curcumina precipitar no interior ou na superficie do filme
polimérico a disponibilidade da biomolécula sera alterada. Estes cenarios impactam
diretamente no potencial de geracdo de oxigénio singlete, pois influencia a interacdo da
molécula fotossensibilizante com o oxigénio do meio. Assim, € importante entender como
a curcumina (ou derivado) estard disposta na matriz polimérica, quando contido nos

filmes. Esta condicdo sera explorada na secédo 4.2.3.

4.2. Filmes poliméricos contendo derivados de curcumina

A analise inicial macroscopica dos filmes preparados, exemplificados pela Figura
16, destacou diferencas caracteristicas de cada material. Para as concentracgdes iniciais de
0,25; 0,5 e 1,0%, os filmes poliméricos de PMMA mostraram-se rigidos e com aspecto
brilhante, entretanto 30 dias apds o preparo os filmes ficaram quebradigos. Imediatamente
apos o preparo, os filmes tendo PLA como matriz demostraram-se brilhantes e
quebradicos ao toque, caracteristicas que foram mantidas apés 30 dias. Por fim, os filmes

preparados com PCL, demostraram caracteristicas elasticas e de forma semelhante aos
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filmes de PLA, apresentaram aspecto brilhante, entretanto opaco a luz quando comparado
aos demais filmes. Portanto, considerando a importancia da integridade do filme
polimérico e a necessidade do material ser translicido, para favorecer a interagdo com a
luz na TFD, o filme de PMMA sera investigado em maior detalhe, principalmente na
validacao da TFD (secéo 4.3).

Figura 16 - Filmes contendo C1 e C4 (nas concentracfes de 1,0; 0,5 e 0,25% p/p)
expostos a luz branca e UV.
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Fonte: Autoria propria.

4.2.1. Fotoestabilidade dos filmes poliméricos contendo curcumina e derivado

Os filmes contendo C1 e C4 foram avaliados segundo a fotoestabilidade pela
exposicdo a luz em diferentes comprimentos de onda como descrito na secdo 3.5.
Primeiramente, foram avaliados os espectros de absor¢do, mostrados pela Figura 17,
visando obter informacdes sobre o comprimento de onda onde ha o maximo de absorgéo
de cada material, e verificar possiveis desvios no espectro devido a diferente polaridade
das matrizes.

A investigacdo dos espectros de absorcdo (Figura 17) permite afirmar que a
polaridade dos polimeros ndo provocou alteragcBes nos espectros do C1 e C4, nas
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diferentes matrizes poliméricas. Além disso, analisando os espectros de absorcdo das
matrizes poliméricas contendo C1, foi observado absor¢do méxima em 425 nm, com sinal
de absorgéo detectado nos comprimentos de onda na faixa de 300 a 490 nm. De forma
similar, as matrizes poliméricas contendo C4 apresentam absor¢do maxima em 493 nm,
com sinal de absorcdo detectado nos comprimentos de onda na faixa de 360 a 560 nm.
Assim a curcumina sintética (C1) e seu derivado (C4) mantiveram a coloragdo similar a

apresentada em solugdo (como demonstrado na sec¢do 4.1.1).
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Figura 17 — Espectros de absorcdo dos filmes poliméricos contendo diferentes
proporgdes de C1 (A) e C4 (B). Filmes de PMMA, em vermelho, de PLA, em azul e de

PCL, em verde.
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Um bom cromoforo deve ser estavel perante a excitacdo no comprimento de onda de
sua maior absorcéo (Zheng e Lavis, 2017). Para avaliar se ha degradagdo do composto
fotossensibilizante no comprimento de onda de maior absor¢do do material, se faz
necessaria a analise da estabilidade fotofisica do filme polimérico fluorescente exposto a
uma fonte luminosa (excitacdo) correspondente a este comprimento de onda. Neste
contexto, e avaliando a Figura 17, os filmes poliméricos contendo C1 foram avaliados
quanto a estabilidade fotofisica expostos a luz azul (excitacdo em 435 a 480 nm, vide I.1).
De forma similar, a analise da estabilidade fotofisica dos filmes poliméricos contendo C4
deve ser feita em exposicao a luz verde/azul (excitacdo em 435 a 560 nm, vide 1.1). Tal
estudo de estabilidade fotofisica dos filmes poliméricos (de PMMA, PLA e PCL)
contendo curcumina sintética e derivado (C1 e C4) foi realizado expondo os materiais a
luzes azul, verde e vermelha, com auxilio de refletor, como especificado na sec¢do 3.6.1.
Os respectivos perfis de decaimento de intensidade de maxima absorc¢édo dos fluoréforos
nas diferentes matrizes poliméricas quando expostos a luz com diferentes comprimentos
de onda (azul, verde e vermelho) estdo apresentados na Figura 16 e o0s respectivos
percentuais de decaimento correspondentes a 2h de exposicao as luzes estdo sumarizados

na Tabela 6.

Vale ressaltar que  a intensidade de méaxima absorcdo do C1 nas trés matrizes
poliméricas é por volta de 425 nm, que corresponde ao comprimento de onda da luz azul.
Assim, espera-se maior eficiéncia de geracdo de oxigénio singlete expondo a luz azul os
filmes poliméricos contendo C1. De forma similar a intensidade méxima de absor¢éo do
C4 nas matrizes poliméricas é por volta de 495 nm, e se espera maior eficiéncia de geragdo
de oxigénio singlete expondo a luz verde os filmes poliméricos contendo C4. Isto porque
a geracdo de oxigénio singlete é diretamente proporcional a excitacdo na intensidade de

maior absorgéo do fotossensibilizador (Oskolkova et al., 2023).
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Figura 18 - Decaimento da intensidade de absorcdo de filmes poliméricos contendo C1
(A) e C4 (B) exposto as luzes (1) azul, (2) verde e (3) vermelha.
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Tabela 4 — Decaimento percentual de absorcao dos filmes poliméricos contendo C1 e C4
expostos as luzes azul, verde e vermelha, por um periodo de 2h.

Cl Azul C1 Verde C1 Vermelha C4 Azul C4 Verde C4_Vermelha

(%) (%) (%) (%) (%) (%)

PMMA 5153 10,89 3,63 65,89 2,15 2,15
PLA 53,85 7,75 4,51 39,92 7,75 0

PCL 70,91 20,84 3,36 16,13 25,24 0,92

Analisando a Figura 18, o perfil de decaimento da intensidade da absorcao dos filmes
contendo C1 e C4 foi mais pronunciado quando exposto a luz azul. Para o filme contendo
C4 também foi observado um decaimento expressivo quando exposto a luz verde. Tal
comportamento corrobora o perfil de absorgdo observado na Figura 17. Analisando de
forma mais detalhada a Tabela 6, e considerando as faixas de maior absorcdo dos
materiais, percebe-se que as melhores alternativas de matrizes poliméricas para utilizacdo
do C1 e C4 na TFD, seriam o PMMA e PLA devido a menor degradabilidade dos
fluoréforos quando incorporado nestas matrizes e expostos a luz correspondente ao
comprimento de onda de maior absor¢do dos mesmos (luz azul para C1 e luz azul/verde
para C4).

Vale ressaltar que os filmes poliméricos contendo C1 apresentam uma expressiva
instabilidade perante a excitacdo no comprimento de onda de maior absorcdo do
fluoréforo. Ja os filmes poliméricos contendo C4 apresentaram-se fotoinstavel por
exposi¢do a luz azul, mas apresentaram fotoestabilidade considerével por exposicéo a luz
verde. E importante considerar que a luz azul corresponde a um comprimento de onda
mais energético, frente a luz verde, tendo a tendéncia de induzir maior degradacdo ao

fotossensibilizador.

Dado o exposto nesta secdo, a melhor alternativa para aplicagcdo destes filmes
poliméricos no contexto de TFD é o filme de PMMA contendo C4. Isto porque o C4
apresenta maior fotoestabilidade na matriz polimérica de PMMA quando exposto a uma
fonte luminosa de comprimento de onda correspondente a maior absorcéo do fluoréforo.
Neste caso 0 C4 apresentou fotoestabilidade muito maior que o C1. Por fim é indicado
que o filme de PMMA contendo C4 (PMMA _C4) seja exposto a luz verde, para promover

a maior geracdo de oxigénio singlete na aplicagdo de TFD.
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4.2.2. Propriedades fotofisicas e fisico-quimicas dos filmes contendo derivado de

curcumina (C4)

Segundo DE FRANCA (2022), em diclorometano, o derivado C4 apresenta 0 maior
rendimento quéantico de fluorescéncia (0,6) quando comparado aos derivados C1 e C2
(0,10 e 0,48 respectivamente) - ndo ha na literatura caracterizac@es sobre o rendimento
quantico de fluorescéncia do derivado C3. Portanto, neste trabalho optou-se por dar
prosseguimento as proximas caraterizagdes a serem discutidas apenas do composto C4,
devido ao seu potencial de maior geracdo de oxigénio singlete, logo maiores chances de
sucesso em sua aplicacdo como FS na TFD. Tal escolha também corrobora a maior
fotoestabilidade deste composto em matriz polimérica, como demonstrado na secao

anterior.

Como ja identificado que a diferenca de polaridade da matriz ndo influencia no perfil
do espectro de absorcdo (Figura 17), supde-se que dessa forma os espectros de
fluorescéncia dos filmes produzidos sejam similares. Tal hipotese é ratificada pelo

espectro de emissdo demonstrado pela Figura 19.

Figura 19 - Espectros de absor¢do e emissdo normalizados dos filmes poliméricos
contendo 1,0% em massa de C4.
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Fonte: Autoria propria.

Apos analise macroscopica e fotofisica dos filmes, onde foi inspecionado a adi¢do de

carga de fotossensibilizador até 0 maximo de 1,0%, foram preparados filmes com maior
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concentracdo em massa do derivado C4 (1,0 a 10,0% p/p), para avaliacdo das

propriedades fisico-quimicas, que serdo discutidas nessa se¢ao.

A interacdo quimica entre os polimeros e o derivado C4 foi investigada via FT-IR,
como mostram as Figura 20, 21 e 22. De forma geral, o espectro FT-IR dos polimeros
contendo curcumina e seus derivados foram similares ao espectro do polimero puro,
indicando que as estruturas quimicas foram preservadas sem a formacdo de novas
ligacBes significativas entre a curcumina e os polimeros. Entretanto, discretas diferencas
entre 0s espectros dos polimeros puros e polimeros contendo C4 foram encontradas,
demonstrando uma fraca interacdo quimica entre os compostos. Os picos relacionados a
composicao dos polimeros e ao derivado C4 sdo descritos, respectivamente, nas tabelas
7e8.

Figura 20 - Espectros de FT-IR para o PMMA puro, C4 puro, e PMMA contendo com
C4
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Fonte: Autoria propria.
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Figura 21 - Espectros de FT-IR para o PLA puro, C4 puro, e PLA contendo C4
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Fonte: Autoria propria.
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Figura 22 - Espectros de FT-IR para o PCL puro, C4 puro, e PCL contendo C4
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Tabela 5 - Principais bandas de absorcéo e respectivas atribui¢fes do espectro de FT-IR

para os polimeros em estudo

Polimero Banda (cm™)

Tipo de vibragao

2991 e 1433 Deformacao axial da ligacdo C—H do grupamento -CH3
2953 Deformacao axial da ligacdo C—H do grupamento -CH2
PMMA 1724 Deformacgdo axial grupo carbonila (C=0)
1144 Deformacao da ligacdo C—O-C
1066 - 843 Vibracao C-O do grupamento éster
750 Vibracao a-metil
2868 e 2937 Estiramento -CH2
1720 Deformacgao axial grupo carbonila (C=0)
1365 Vibracdo angular -CH2
PCL 1240 Deformacdo axial da ligacdo C—O—-C
1163 Deformacao axial C-O e C-C
1047 Deformacdo C-O
731 Estiramento C-C
2995 e 1456 Deformacdo axial da ligacdo C—H do -CH3
1750 Vibracdo C=0 do grupamento ac carboxilico
PLA 1182 Deformacdo C-O
1082 Deformacdo C-O-C
864 e 750 Estiramento ligacdes —C—C—

Tabela 6 — Principais bandas de absorcdo e respectivas atribuigdes do espectro de FT-
IR para o derivado C4 em estudo

Derivado Banda (cm™)

Tipo de vibragdo

1589 Estiramento da ligacdo C=C em anéis aromaticos
Deformacgdes angulares de ligacGes C-H em anéis aromaticos e
1462 deformacgdes angulares de ligagdes C-H em grupos metileno (-CH,)
ou metil (-CHs)
c4 1338 Deformacdo angular C-H de grupos metileno (-CH;) ou metil (-CHs)
e estiramento assimétrico de ligacdes C-N em aminas
980 e 815 Balanco fora do plano de grur'Ja'mentos C-H em compostos
aromaticos
510 DeformacGes angulares de ligagées C-H em anéis aromaticos

Por fim, a caracterizagdo dos filmes contendo 1,0 % em massa de C4 foi

complementada avaliando-se a cristalinidade das curcuminas contidas nas matrizes
poliméricas. Sabendo da importancia da dispersdo uniforme da curcumina na matriz

polimérica, informagdes sobre a cristalinidade do filme devem ser obtidas visando
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identificar a presenca da curcumina na superficie dos filmes, desta forma, a andlise de
DRX foi realizada.

Como mostrado pela Figura 23, o difratograma sugere tanto para os filmes contendo
com C1, tanto para os filmes contendo C4, que ndo houve a precipitacdo de cristais na
matriz polimerica, j& que ndo ha a presenca dos picos caracteristicos entre 8 e 30° desses
compostos (Donsi et al., 2010; Wang et al., 2022). Percebe-se a existéncia tanto para o
filme de PCL_C1, quanto para o PCL_C4, de dois picos em aproximadamente 21,5° e
24°, que sdo picos caracteristicos do polimero (Fakhrali et al., 2021; Kandi et al., 2021).
Por sua vez, 0 PMMA e PLA s&o definidos como materiais amorfos, pois ndo ha uma
periodicidade na estrutura desses materiais e o difratograma desses polimeros puros ndo

traz picos de difracdo (Biron, 2016; Santos e Tavares, 2013).

Figura 23 - Padrdo de difracdo de raios X (DRX) para os filmes poliméricos (PMMA,
PLA e PCL) contendo C4 na proporcdo de 1,0 % em massa, e o derivado de curcumina
C4 puro
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Fonte: Autoria prépria.

Sabendo que o filme de PMMA exposto a luz verde é a matriz onde o C4 apresenta
maior estabilidade & degradacdo e levando em consideracdo a transparéncia deste
polimero, optou-se por prosseguir o estudo apenas com o filme de PMMA. Vale ressaltar

a importéncia do filme polimérico contendo o fotossensibilizador ser translicido, para
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facilitar a interagdo com a luz no mecanismo de fotoativacdo (e geracdo de oxigénio

singlete) na TFD.

4.2.3. Investigacdo da formacéo de precipitados de derivado de curcumina em
filmes de PMMA

Embora a anélise de DRX indique uma uniformidade dos filmes produzidos, a anélise
da microscopia optica dos filmes mostra a presenca de cristais na superficie dos filmes
contendo 1,0 % de C4. Os filmes analisados estdo demonstrados na Figura 25, que
demonstra, macroscopicamente a homogeneidade dos filmes, sem a presenca de bolhas
ou cristais. Visando melhores informagdes, investigou-se também a presenca de cristais
e analise dos seus tamanhos nos filmes de PMMA contendo 10,0, 20,0 e 30,0 % de C4,
como mostra a Figura 25. Vale destacar que para as concentracdes de 20,0 e 30,0 % de
C4, devido a alta intensidade da cor dos filmes, ndo foi possivel a obtencdo de imagens

com menor aumento devido a saturacdo da lente.

Figura 24 - Filmes de PMMA contendo (a) 1,0, (b) 10, 0 (c) 20,0 e (d) 30,0 % de C4

(b)
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J 1

Fonte: Autoria propria.
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Figura 25 - Microscopia Optica dos filmes de PMMA contendo 1,0/10,0/20,0 e 30,0% de
C4 em diferentes aumentos.
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Fonte: Autoria propria.
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A analise da superficie dos filmes indica que quanto maior a concentracdo de C4 no
filme, maior o tamanho dos cristais encontrados na superficie. Pode-se supor que a
presenca de tais cristais facilite a utilizagdo do filme desenvolvido na TFD, pois, sabendo
que o tempo de vida do oxigénio singlete em agua é da ordem de micro segundos (Nonell
e Flors, 2016), a presenca dos cristais na superficie pode facilitar a difusdo do oxigénio

singlete no meio e facilitar o seu contato com o objeto de interesse.

Embora a anélise de DRX néo tenha sugerido a presenca de cristais de curcumina nos
filmes, a microscopia eletronica de varredura dos filmes trouxe novas informacdes sobre
tal aspecto. A andlise da Figura 26, permite a visualizacdo da existéncia de aglomerados
de curcumina nos filmes. Esses aglomerados séo presentes em filmes com baixas e altas
concentracdes de C4 (1,0 % a 30,0 % em massa). Ademais, é facil perceber que, de forma
similar a solucdo de C4 em DMSO, existem cristais na borda das bolhas, e que ndo ha

uma distribuig&o uniforme nem no tamanho nem na posigéo dos aglomerados nos filmes.

Figura 26 - Microscopia eletronica de varredura de filme de PMMA contendo 1,0; 10;
20 e 30 % em massa de C4.
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Fonte: Autoria prépria.

Nas micrografias dos filmes é possivel ver a formacdo de poros nos filmes devido a
evaporacdo do solvente, bem como a presenca de pequenas bolhas. O tamanho dos
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aglomerados de curcumina nos filmes foi de aproximadamente 0,78 um. Além disso, €
possivel afirmar que quanto maior a concentracdo do C4 no filme, maior a presenca de
cristais na superficie do filme. Vale ressaltar que em estudos onde filmes poliméricos
contendo curcumina (C1), e a metodologia de desenvolvimento também foi de
evaporacdo de solvente, ha relatos de formacéo de filmes com superficies uniformes sem
a presenca de aglomerados, como mostrado por Wang et al., (2022), como também ha
relatos de superficies semelhantes as aqui descritas onde ha a formagéo de aglomerados
como visualizado por Lai et al., (2022).

4.3. Validacao da terapia fotodindmica

Visando validar o potencial dos filmes produzidos em serem utilizados como
ferramenta para a TFD, foram realizados testes com o &cido urico e ABDA como sondas
para deteccdo de oxigénio singlete (dados ndo mostrados), entretanto, o &cido Urico ndo
apresentou sensibilidade para deteccdo do analito de interesse, e 0 ABDA degradava
rapidamente em solucdo aquosa impedindo a sua utilizacdo. Desta forma uma terceira
metodologia de validacao foi proposta para a deteccao qualitativa da geracdo de oxigénio
singlete. Além disso, ensaios biologicos também foram realizados com o mesmo
propdsito. Em ambas as situa¢6es primeiramente foi analisado o derivado C4 em solucéo,

e depois 0 C4 contido ao filme polimérico.

Para os ensaios bioldgicos, o microrganismo escolhido foi a L. amazonensis,
protozoario causador da leishmaniose tegumentar americana, devido a presenca de casos
em todas as regifes do Brasil e ao fato de tal protozoario apresentar resisténcia aos
tratamentos usuais, além de efeitos colaterais causados pelos medicamentos (Rodrigues
etal., 2011).

4.3.1. Validagao fotofisica da terapia fotodinamica

A validacdo fotofisica foi realizada pelo método indireto de deteccdo de oxigénio
singlete. Como descrito nos materiais e métodos, a primeira etapa para validagdo do
potencial de utilizacdo do RNO como sonda para detecgdo de oxigénio singlete em meio
aquoso consistiu na determinacdo da concentracdo ideal de RNO que correspondesse a
aproximadamente 1 de intensidade de absorcdo. Pois, sabendo que o protocolo de

referéncia avaliou a empregabilidade de 10 e 50 uM de RNO para avaliagdo do
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decaimento da absorcéo da sonda, foi necessario avaliacdo da concentracdo adequada do
reagente. A elaboragéo da curva de calibragdo com a concentracdo de RNO variando de
10 a 100 uM como exemplificado pela Figura 27 a seguir, demonstrou que na
concentracdo de 50 uM de RNO a absorcdo apresenta intensidade em torno de 1,0.
Portanto, os ensaios subsequentes foram realizados com [RNO] = 50 uM visando
acompanhar o decaimento de intensidade da sonda ao interagir com o oxigénio singlete
com boa sensibilidade.

Figura 27 - Espectro de absorcdo da solucdo azul de metileno e RNO apds 60 min de
irradiagdo, apresentando o decaimento da banda do RNO em 440 nm
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Fonte: Autoria propria.

E claro observar que o RNO apresenta faixa de absorcdo entre aproximadamente 350
a 500 nm, com méximo de absor¢do em 440 nm, valor ratificado pela literatura (Herman
e Neal, 2019; Kralji¢ e Mohsni, 1978). A partir disso, destaca-se a importancia de o
comprimento maximo de absor¢do da sonda ser localizado em um espectro distinto ao do
FS, pois se tanto a sonda quanto o FS apresentarem mesmo valor de intensidade maxima
de absorcéo, o sinal obtido sera uma soma de ambos os sinais, e a detec¢do do decaimento
da intensidade de absorcdo da sonda sera impossivel de ser observado. Desta forma,
considerando a curcumina e seus derivados sintéticos aqui em estudo, percebe-se que o
C1 néo pode ser utilizado como FS em conjunto com o RNO como sonda pois, como
mostrado anteriormente, quando contidas nas matrizes poliméricas, comprimento
maximo de absor¢do é de aproximadamente 430 nm. Logo, seria inviavel observar o

decaimento da intensidade do RNO em funcéo dos filmes poliméricos contendo C1 pois
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haveria sobreposicao de picos entre a sonda e o elemento fotossensibilizante. Por outro
lado, os filmes contendo o derivado C4 apresentam maximo de absorcdo de
aproximadamente 500 nm, tornado assim viavel a utilizagdo do RNO como sonda.

Ap0s determinacgdo da concentracdo 6tima de utilizacdo, foi avaliada a influéncia
do Imd e do AM no espectro de absor¢do do RNO, buscando verificar possiveis interacdes
entre os reagentes. Sendo assim, solu¢des com diferentes concentracdes de RNO e Imd e
outras solucGes com diferentes concentracdes de RNO e AM foram preparadas e
analisadas conforme descrito nos materiais e métodos. Para as solugdes preparadas,
percebeu-se, como mostra a Figura 28, que o RNO néo interage nem com o Imd nem com
0 AM, portanto, tais reagentes podem ser utilizados em conjunto para a determinacdo da
geracdo de oxigénio singlete. Ademais, aqui corrobora-se a necessidade do maximo de
absorcédo do FS ser em faixa distinta da sonda, pois, caso 0 AM que apresenta intensidade
maxima de absor¢do de 660 nm estivesse deslocado para a esquerda, seria clara a
sobreposicao de picos (Dinh et al., 2019).

Figura 28 - Intensidade de absorcdo: (a) de solucGes contendo diferentes concentracfes

de RNO e Imd em PBS; (b) de soluc@es contendo diferentes concentragdes de RNO e AM
em PBS
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Fonte: Autoria propria.

Concluida a etapa de validacdo da possibilidade de utilizagdo do RNO juntamente
com o Imd e AM, e sabendo que o0 AM ¢ capaz de gerar EROs, entre elas oxigénio
singlete, o decaimento da intensidade de absor¢do do RNO foi realizado visando validar
o0 declinio do mé&ximo de absorcao em funcdo da geragdo de EROs. Solugdo equimolar de

concentracéo 50 uM de RNO, Imd e AM foi produzida, e o decaimento do sinal quando
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a solucdo é exposta a luz vermelha por 60 min foi acompanhado, e é exemplificado pela

Figura 29 a seguir.

Figura 29 - Decaimento da intensidade maxima do RNO em funcdo da geracéao de
EROs pelo AM
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Fonte: Autoria propria.

A anédlise da Figura 29 permitiu concluir que houve decaimento significativo da
intensidade do RNO em funcéo da geracdo de EROs pelo AM. Ademais, percebeu-se leve

decaimento da intensidade maxima do AM.

A Ultima etapa para validagcdo do protocolo para utilizagdo do RNO consistiu em
verificar a especificidade da sonda em detectar apenas oxigénio singlete e ndo quaisquer
EROs. Tal procedimento foi realizado produzindo-se solu¢bes contendo RNO e Imd, sem
AM, pois sem a presenca do FS espera-se que ndo haja o decaimento da sonda devido
apenas a presenca do oxigénio do ar, e solugdes contendo RNO, Imd e H20-, pois sabe-
se que 0 H202 ndo é capaz de gerar oxigénio singlete. Vale ressaltar que para as solugdes
contendo RNO e Imd foram feitos ensaios com e sem luz. A auséncia do FS e a auséncia
da luz deixam incompleto o mecanismo da TFD, pois sem FS e com luz ndo ha a espécie
para gerar 0 oxigénio singlete, e com o FS e sem a luz, ndo ha como excitar o FS para a
geracdo de oxigénio singlete. O ensaio com a solucdo de RNO e Imd é demonstrado pela

Figura 30 a seguir, e 0 ensaio da solucdo contendo RNO, Imd e H20 pela Figura 31.
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Figura 30 - Ensaio de degradacdo do RNO em solucdo contendo apenas Imd. (a) Sem
exposicao a luz; (b) com exposicao a luz
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Fonte: Autoria propria.

Figura 31 - Ensaio de degradacdo do RNO em solucdo contendo apenas H20>
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Fonte: Autoria prépria.

Esses ensaios ratificaram a capacidade do RNO em detectar oxigénio singlete e ndo
detecta espécies reativas de oxigénio do tipo perdxido, sendo possivel, desta forma
utilizar o RNO como sonda para avaliacdo da capacidade do C4 em solucéo e filmes

produzido contendo C4 em gerar oxigénio singlete.

A técnica foi entdo empregada para avaliacdo do C4 em solugdo. Como esse composto
ndo é sollvel em &gua, foi necessaria a solubilizacdo do C4 em DMSO. As solugdes foram

preparadas como descritas nos materiais e métodos, com as concentra¢des de RNO e Imd
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sendo fixas em 50 uM, e a concentracdo do C4 variando de 50, 75 e 100 uM. Os ensaios

foram realizados na auséncia e na presenca de luz verde, e 0s espectros sdo apresentados

na Figura 32 a seguir.

Figura 32 - Degradacdo de RNO em solucéo de C4 solubilizado em DMSO suspendido
em PBS. (a) [C4] = 50 uM, sem luz; (b) [C4] = 50 uM, com luz; (c) [C4] = 75 uM, sem
luz; (d) [C4] = 75 uM, com luz; (e) [C4] = 100 uM, sem luz; (f) [C4] = 100 uM, com luz
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Em ambos o0s ensaios, com e sem exposicao a luz, ndo foi possivel validar a liberacéo
de oxigénio singlete pelo derivado C4 devido a existéncia de uma interagdo entre a
curcumina e a solucéo, provavelmente influenciada pela precipitagdo de cristais de C4

que interferem na intensidade do espectro de absorcéo da solucéo.

Finalmente, quando testado o potencial de geragéo de oxigénio singlete do filme de
PMMA utilizando-se a metodologia de acompanhamento do decaimento da intensidade
do RNO, de forma semelhante a suspensdo, ndo foram encontrados resultados
significativos de diminui¢do do méaximo de absorcdo em do RNO em 440 nm, ndo sendo
possivel comprovar a gereacdo de oxigénio singlete. A Figura 33 demonstra que tanto no
ensaio sem luz quanto no ensaio com luz ndo houve decréssimo da intensidade maxima
de absorcdo do RNO. Desta forma, tentando validar o potencial de aplicacao do filme de
uma forma direta pelo seu desempenho na inibicéo da viabilidade de promastigotas de L.

amazonensis em ensaio microbioldgico, discutido a seguir.
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Figura 33 - Degradacao de solucdo de RNO em PBS em contato com filme polimérico
de PMMA. (a) [C4] = 10%, sem luz; (b) [C4] = 10%, com luz; (c) [C4] = 20%, sem luz;
(d) [C4] = 20%, com luz; (e) [C4] = 30%, sem luz; (f) [C4] = 30%, com luz.
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4.3.2. Validacéao biologica da terapia fotodinamica

Os ensaios de validacdo do potencial de aplicacdo na TFD do derivado C4 em solugéo
e do filme de PMMA contendo C4 foram realizados como descrito nos materiais e
métodos. Os filmes preparados estdo exemplificados pela Figura 34 a seguir.

Figura 34 - Tubo de ensaio contendo filme de PMMA contendo C4 na proporcéo de 20,0
% em massa do polimero em relacdo ao volume total de solvente

Fonte: Autoria propria.

Para os ensaios da curcumina livre em solucdo, a analise estatistica ndo mostrou
diferenca significativa da viabilidade dos pocos tratados com concentracao de C4 abaixo
de 100 pug/mL expostos a luz verde. Ademais, comparando 0S grupos com e sem
exposi¢do a luz, o efeito inibitério da C4 é mais intenso na condicéo exposta a luz verde
demonstrando, portanto, que a inibicdo ocorre devido a geracdo de oxigénio singlete, e
ndo ao potencial antimicrobiano do derivado C4. A inibicdo da viabilidade de
promastigotas de L. amazonensis ap0s 48 h de tratamento com solucdo de C4 é mostrada
pela Figura 35 a seguir. Comparando os ensaios com e sem luz, é possivel concluir que o
ensaio com a exposicdo de luz apresentou as melhores taxas de inibi¢do do crescimento

de formas promastigotas de L. amazonensis.
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Figura 35 - Inibicdo de promastigotas de L. amazonensis ap6s 48 h de tratamento com

solugéo de C4

Viabilidade de promastigotas
de L. amazonenses (%)

Fonte: Autoria propria.
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Para esse ensaio, a concentracdo inibitéria minima de 50% dos parasitos (Clso) foi de
247,06 + 9,3 ng/mL (588,83 + 22,1 uM) para a amostra exposta a luz verde e 342,32 +

3,8 nug/mL (815,86 £ 9,05 uM) para a amostra ndo exposta a luz verde. Na literatura,

ensaios de inativacdo fotodinamica contra a L. amazonensis com diferentes elementos

fotossensibilizantes como o azul de metileno e rosa bengala sdo avaliados. Alguns

trabalhos sdo resumidos na Tabela 7.

Tabela 7 - Dose total de luz e Clsg contra a L. amazonensis para diferentes FS

Dose total de

Referéncia FS Cepa da L. amazonensis luz (Jem-?) ICs0 (UM)

Franca, de et Complexo

(Fre oz metdlicode  IFLA/BR/1967/PH8 13,76 2,29
N curcumina

(Songetal,  Azulde MHO/BR/73/M2269 9 17,9
2011) metileno

(Cabraletal.,  Azulde i 1/BR/73/M2269 7,8% 0,034
2024) metileno

(Navasconi et - poca hengala MHOM/BR/1977/LTB0016 2,98 9.8

al., 2017)

*dose de luz por sessdo de tratamento. Tratamento ocorreu 3x por semana por 2 semanas
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Pode-se perceber, portanto que o C4 em solugdo apresentou uma concentragdo
inibitéria minima e dose de luz de 27,53 Jem™ muito superior aos outros elementos

fotossensibilizadores descritos na Tabela 7.

Mesmo apresentando maior dose de luz e maior concentragdo em solucdo quando
comparado com outros FS, o potencial do C4 em filme foi avaliado. Os ensaios de
validacdo do potencial de aplicacdo do filme polimérico contendo 20% em massa do

derivado C4 foram realizados como descrito nos materiais e métodos.

Como controle negativo, a cultura contendo promastigotas de L. amazonensis foi
avaliada quando exposta apenas ao polimero puro, visando confirmar que caso alguma
quantidade de solvente ainda esteja presente no filme, seja um teor desprezivel e que ndo
tenha influéncia nos ensaios biolégicos. Ao contrario do experimento em solucédo, a
viabilidade celular ndo foi analisada via método espectrofotométrico, mas via contagem
direta de células vivas e células mortas em cdmara de Neubauer. Através da contagem a
porcentagem de viabilidade de cada tratamento foi calculada através da comparagdo com
0 controle positivo (100% de viabilidade). A inibicdo da viabilidade das promastigotas

submetidas a tratamento com filme polimérico é mostrada pela Figura 36 a seguir.

Figura 36 - Inibicdo de promastigotas de L. amazonensis apds 48 h de tratamento com:
(@) filme contendo 20,0% em massa de C4 e exposicao a luz, (b) filme contendo 20,0%
em massa de C4 sem exposi¢do a luz, (c) filme contendo apenas PMMA sem exposicao
a luz (controle -)

100 =

~J
w
M
L

Promastigotas de
L. amazonensis (%)
w
Q

N
w
L

Polimero Sem luz Com luz

Fonte: Autoria propria.
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Percebe-se, portanto que hd um efeito inibitdrio na viabilidade das promastigotas nos
ensaios com e sem exposicdo a luz, e que o polimero puro ndo apresenta inibicao
significativa dos protozoérios (81,5 + 3,2 promastigotas/mL). Ademais, quando o filme
foi exposto a luz, a média de viabilidade foi de 62,5 + 3,8 promastigotas/mL versus 74,3
+ 7,7 promastigotas/mL para a amostra sem exposi¢do a luz verde. Logo, a amostra
exposta a luz verde apresentou maximo de viabilidade de 66,3 promastigotas/mL
enquanto a amostra ndo exposta a luz apresentou limite inferior de viabilidade de 66,7
promastigotas/mL, demonstrando que ndo ha sobreposicdo dos intervalos. Vale ressaltar

que nenhuma das condicOes testadas obteve 50% de inibicao.
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CAPITULO V - CONCLUSOES E
PERSPECTIVAS

5.1. Concluses

Foi realizado o desenvolvimento e a avaliacdo das propriedades fotofisicas e fisico-
quimicas, de filmes poliméricos contendo derivados de curcumina, bem como avaliacdo
do potencial de aplicagdo destes em terapia fotodinamica (TFD). Ao longo do
desenvolvimento do trabalho constatou-se que a adi¢do destas moléculas em filmes
poliméricos é capaz de ampliar as possibilidades de aplicacdo de TFD de forma nao
restrita apenas a aplicacbes topicas, além de garantir que ndo reste residuo de

fotossensibilizador no organismo, incrementando a seguranca da aplicacdo de TFD.

Foram empregadas quatro moléculas sintéticas como fotossensibilizantes: curcumina
(C1) e curcumina modificada com NPhz (C2), NMet, (C3) e NEt, (C4). Os filmes
contendo os fluoréforos sintéticos foram produzidos via evaporacdo do solvente. Foi
utilizado cloroférmio como solvente capaz de solubilizar a matriz polimérica (PMMA,
PLA e PCL) e as moléculas de interesse (curcumina sintética e derivado).

Os fotossensibilizadores foram caracterizados por espectroscopia de absorcdo, em
solucdo de etanol e acetona, bem como nos filmes poliméricos de diferentes polaridades,
apresentando absorcdo maxima em torno de 420, 470, 480 e 500 nm, respectivamente,
paraCl, C2, C3 e C4, em todas as condices. Nesses ensaios, ndo foi observado um efeito
significativo no deslocamento de absorcdo das moléculas nos diferentes solventes e
matrizes poliméricas de diferentes polaridades. No entanto, foi observado um
alargamento nos espectros de C2 e C3 em solugéo, sugerindo maior fotoestabilidade de
C1 e C4, que foram caracterizados em maior detalhe quando em presenca nos filmes
poliméricos (FTIR e DRX). Os filmes poliméricos fluorescentes obtidos apresentaram
aspecto visualmente homogéneo, sem indicio de materiais cristalinos precipitados na
matriz polimérica. No entanto, inspe¢fes por microscopia 6ptica demonstraram presenca
de cristais dos fluor6foros em dimensdes inferiores a 100 pm, que foram confirmados por

microscopia eletrdnica de transmissao.
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A adicdo destas moléculas em filmes finos também sdo uma alternativa para aumentar
a biodisponibilidade destas, uma vez que sdo muito pouco solGveis em meio aquoso. A
presenca de cristais tanto em meio aquoso quanto em filme foi avaliada buscando verificar
a influéncia da solubilidade e dispersdo da curcumina na geracdo de oxigénio singlete. A
liberacdo do oxigénio singlete em meio aquoso foi avaliada utilizando RNO como sonda,
no entanto nao foi possivel quantificar a eficiéncia de liberacdo de oxigénio singlete da
curcumina e derivado, devido a sobreposicao de seu espectro de absor¢do com o da sonda.

Por fim, o potencial antimicrobiano do filme polimérico contendo o derivado de
curcumina (C4) foi avaliado em ensaio in vitro com L. amazonensis
(IFLA/BR/1967/PH8), demonstrando uma reducdo de 16% de viabilidade do
microrganismo em presenca do filme polimérico, de PMMA contendo 20,0% p/p de C4,
quando exposto a luz verde. Desta forma, foi concluido que o filme polimérico contendo
derivado de curcumina apresentou potencial de aplicagédo da TFD em sistemas que nédo
sejam somente superficiais, permitindo vislumbrar futuro desenvolvimento de sonda

Optica para aplicacdao de TFD em 6rgaos internos.
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5.2. Perspectivas

Algumas propostas para trabalhos futuros sao:

1) Investigacdo do perfil de absorcéo e emissdo da curcumina sintética e derivados em
DMSO, acetona e alcool bem como anélise da fotodegradacé&o.

2) Analise do tamanho dos cristais de C4 em solugéo aquosa utilizando DLS.

3) Avaliacdo do potencial de utilizacdo de blendas poliméricas contendo o derivado C4
para aplicagcéo na TFD.

4) Estudo da influéncia do tamanho dos aglomerados da curcumina e seus derivados na
superficie de filmes poliméricos para utilizacdo na TFD.

5) Validacdo bioldgica dos filmes poliméricos contendo curcumina e seus derivados em

bactérias e fungos.
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ANEXOS

ANEXO | - Principios das técnicas de caracterizacOes fotofisicas e fisico-

guimicas

Considerando as diferentes propriedades dos poliméricos citados, faz-se necessario,
entdo, a caracterizacdo dos filmes produzidos visando sele¢do do material com melhores
caracteristicas visando aplicacdo dos filmes na TFD. Desta forma, a seguir serdo
apresentados os fundamentos das principais técnicas utilizadas para caracterizacdo dos

materiais produzidos.

I.1. Espectrofotometria de absorgéo e emissdo UV-vis

A espectroscopia é uma técnica analitica que estuda a interacdo da luz com a matéria,
e tem como fundamento a analise da quantidade de radiacdo produzida ou refletida pela
espécie em estudo. No que se refere a espectrofotometria de absorcao do UV-vis, a regido
de interesse € a regido visivel do espectro eletromagnético, que corresponde a faixa
aproximada de 380 a 780 nm. Esse espectro pode ser dividido, ainda, nas faixas referentes

a cada cor observada pelo olho humano, como exemplificado pela Tabela 8 a seguir.

Tabela 8 - Comprimentos de ondas do espectro visivel

Comprimento de onda (nm) Cor observada
400435 Violeta
435-480 Azul
480-490 Azul-esverdeada
490-500 Verde-azulada
500-560 Verde
560-580 Amarela-esverdeada
580-595 Amarela
595-650 Laranja
650-750 Vermelha

Adaptado de (Skoog et al., 2006)
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Os espectros de absorcdo fundamentalmente representam as transicdes eletrnicas
para estados de niveis energéticos mais elevados. Dado um comprimento de onda
adequado para a excitacdo do elétron, este absorve a energia e transiciona para um estado
de maior energia. Essa absorcdo de energia e consequente transicdo energetica €, entdo,
identificada pelo espectrofotdémetro, e a partir de um intervalo de comprimento de onda é

obtido o espectro de absorgéo.

A absorcao de uma solugédo pode ser calculada a partir da intensidade de luz fornecida

para a amostra, como exemplificado pela Equacéo 1.

A =log ('7") Equacéo 1 - Célculo da absorcéo

Onde, A = Absorcao (adimensional),
lo = intensidade da luz incidente na amostra

| = intensidade da luz transmitida através da uma amostra

Quando relacionada a concentracdo de moléculas na solucdo, a absorcdo pode ser

calculada utilizando-se a lei de Lambert-Beer, exemplificada pela Equacéo 2.

A=c¢lLc Equacdo 2 - Lei de Lambert-Beer
Onde, A = Absorcao (adimensional),

¢ = coeficiente de absortividade molar (M*cm™)

L = caminho dptico (cm)

¢ = concentracdo da solucdo (molL™)

A espectroscopia de emissdo, por sua vez visa a obtengdo de dados de fluorescéncia
da espécie em estudo. A fluorescéncia molecular é medida excitando-se a amostra no
comprimento de onda de absorcao/excitacdo, e analisando o espectro de emisséo obtido
em comprimentos de onda mais altos, denominados comprimentos de onda de

fluorescéncia (Skoog et al., 2006).
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1.2. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) é uma técnica
de espectroscopia que tem como regido de interesse o intervalo do comprimento de onda
infravermelho, tipicamente na regifo de 4000 a 400 cm™; Diferentemente da
espectroscopia UV-vis, na técnica de FT-IR € comum que o espectro seja plotado em
funcdo da transmitancia (T), que ¢é definida como a porcentagem de luz transmitida pela
amostra, € calculada pela Equacdo 3 e do nimero de onda, W, definido pela Equacdo 4

como segue (Smith, 2011):

%T = 100 - (Ii) Equacdo 3 - Porcentagem da transmitancia
0

Onde, %T = porcentagem da transmitancia (%)
| = intensidade da luz transmitida através da uma amostra

lo = intensidade da luz incidente na amostra

W = Equacéo 4 - Definicdo do nimero de onda

1
2
Onde, W = niimero de onda (cm™)

A = comprimento de onda (cm)

As bandas caracteristicas de absorcdo da espectroscopia na regido do infravermelho
identificam as vibracdes moleculares associadas aos grupos funcionais das moléculas
(Berthomieu e Hienerwadel, 2009). As vibragfes moleculares podem ser classificadas
como de estiramento (a), que podem ser simétrica (al) ou assimétrica (a2) e de
deformacéo angular, que podem ser de balan¢o no plano (bl), tesoura no plano (b2),
oscilacéo fora do plano (b3) e torcéo fora do plano (b4), como exemplificado pela Figura

37 a seguir.
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Figura 37 — Tipos de vibragcdes moleculares: simétrica (al), assimétrica (a2), deformacao
angular, de balanco no plano (b1), tesoura no plano (b2), oscilagéo fora do plano (b3) e
torcéo fora do plano (b4)

VNG

VRN (al) (a2)

- TN
/‘O\ ' /O\
(b1) (b2)

$\3/$ +\0/_

7N (b3) 7N (b4

Fonte: Adaptado de (Skoog et al., 2006)

Os acessoOrios empregados durante a técnica de FT-IR caracterizam diferentes
metodologias de obtencdo do espectro infravermelho das amostras. Dentre alguns
acessorios comumente utilizados, a configuracdo de reflectancia total atenuada (ATR),
caracteriza na obtencdo de dados via refletancia total do feixe de luz incidente a amostra.
Essa metodologia tem como fundamento a existéncia de meios com diferentes indices de
refracdo e no angulo critico de refracdo para a superficie em estudo. Algumas das
vantagens dessa configuracdo em relacdo a outras existentes é que ela pode ser facilmente
utilizada para o estudo de polimeros, pois ndo requer que o material esteja solubilizado,
na forma liquida, ou em pastilhas, e na simplicidade de uso do equipamento nesta

configuracdo (Smith, 2011).

1.3. Microscopias Optica (MO) e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia é técnica espectroscopica utilizada para obtencdo de imagens
magnificadas de moléculas, determinacdo de propriedades Opticas dos materiais e para
analises de filmes polimérico finos (Ortez et al., 2022; Sanderson, 2020). A microscopia
utiliza microscopios dpticos e eletrdnicos. Dentre 0s microscdpios opticos existem os de
luz polarizada, de fluorescéncia, microscopio de campo escuro e outros. J& 0S
microscopios eletronicos podem ser classificados como de transmisséo ou de varredura

eletronica (Khangaonkar, 2010).
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Dentre alguns tipos de microscopios opticos, existe 0 microscopio de luz invertida.
Esse equipamento permite a visualizagdo da amostra a partir da partir inferior do solvente
ou meio de cultura (Abramowitz et al., 2018). Por sua vez, microscopios opticos de luz
polarizada, como diz 0 nome, utilizam da luz polarizada para investigacdo de materiais.
Em estudos de polimeros, sabe-se que esta € uma técnica recomendada devido a
capacidade desse tipo de ferramenta em identificar a anisotropia de materiais, ou seja, de
identificar diferentes caracteristicas em diferentes planos cristalogréficos (Grubb, 2012).

A técnica de eletrbnica de varredura sdo comumente empregadas na caracterizacao
morfolégica de matérias poliméricos e determinacdo de orientacGes cristalograficas das
estruturas em andlise (Fried, 2014; Khangaonkar, 2010).

O fundamento do funcionamento da técnica de MEV é a existéncia de dois eletrodos
conectados a uma fonte de alta voltagem onde a partir da aplicacdo de um campo elétrico
ha a producao de um feixe de elétrons que quando impacta a superficie a ser analisada faz
com que a superficie libere elétrons, produzindo, desta forma, imagens tridimensionais
da superficie (Ortez et al., 2022).

1.4. Espalhamento de luz din@mico (DLYS)

O espalhamento de luz dindmico é uma técnica capaz de medir diferentes
tamanhos e sua distribuicdo em solugdes ou suspensdes através do espalhamento da luz
incidente sobre a amostra. A técnica requer baixa concentracdo de particulas, tem seu
principio de funcionamento baseado no movimento browniano das particulas em
correlacdo com a equacdo de Stokes—Einstein (Kumar e Dixit, 2017). Essa técnica utiliza
um laser monocromatico que incide sobre a amostra e as flutuacdes e espalhamento da
luz sdo analisados para obtencdo do tamanho e distribuicdo de particulas(Ross Hallett,
1999; Singh, Dash e Agrawal, 2024).

1.5.Difracéo de raios-X (DRX)
Segundo Callister, define-se por material cristalino
“um material no qual os dtomos estdo posicionados segundo
um arranjo periodico ou repetitivo ao longo de grandes distancias

atdmicas; isto €, existe uma ordem de longo alcance, tal que,
quando ocorre solidificacdo, os atomos se posicionam em um
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padrdo tridimensional repetitivo, no qual cada atomo esta ligado
aos seus atomos vizinhos mais préximos.”

Esse arranjo periodico dos atomos é organizado em planos cristalogréaficos, que séo
orientados pelos indices de Miller seguindo a estrutura de valores (hkl). Os indices de
Miller sdo nimeros inteiros obtidos a partir da origem da célula unitaria e um novo plano

construido paralelamente a esta origem.

A difracdo de raios-x (DRX) é uma técnica tem como base a lei de Bragg,
exemplificada pela a Equacdo 5 exemplificada a seguir.
Por fundamento, a lei de Bragg estabelece uma relagdo entre o comprimento de onda dos
raios X e 0 espagamento interatdbmico com o angulo do feixe difratado.

nA = 2dysen(6) Equacdo 5 - Lei de Bragg

Onde, n = numero inteiro do comprimento de onda;
A = comprimento de onda do feixe de raios-x incidente (nm);

dp,; = distancia entre planos os cristalinos paralelos identificados pelos
indices de Miller (A);

6 = angulo entre os raios incidentes e os planos de difracao (°)

O DRX é uma técnica analitica que estuda o grau de cristalinidade de sélidos amorfos
e semi-cristalinos. A partir desta técnica € possivel a obtencdo do difratograma, que
contém informacdes como o grau de cristalinidade e tamanho do grédo (Adams, 2005; Ali,
Chiang e Santos, 2022; Bergstrom, 2015; Bourakadi, El, Bouhfid e Qaiss, 2021).
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