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Resumo: Este trabalho relata a sintese de um sistema veiculador de famacos baseado em 6xido de grafeno
reduzido (rGO) funcionalizado com o polimero plurénico P123 e carregado com o farmaco anfotericina B (AmB)
a ser empregado no tratamento da leishmaniose.

O sistema rGO-P123 foi sintetizado a partir do grafite que foi submetido a um processo de oxidacao,
seguido de esfoliacdo para produzir o 6xido de grafeno (GO). O GO foi funcionalizado e reduzido com hidrazina
hidratada. Por meio de caracterizacdes como MET e potencial zeta observou-se que o rGO-P123 é formado por
folhas bidimensionais empilhadas e enrugadas e apresenta carga superficial negativa na faixa de pH 2 a 10. O
dispositivo apresenta alta eficiéncia de carregamento com o farmaco AmB (94%) e sua liberacdo tem sido
realizada empregando-se pH &cido e radiagdo na regido do infravermelho proximo (A=800 nm). A AmB,
juntamente com o calor proveniente da radiacdo NIR pode ser eficaz no combate a leishmaniose cutanea.

Palavras-chave: leishmaniose; sistemas de veiculagdo de farmacos; radiagdo na regido do infravermelho
préximo.

Apoio financeiro: CNPq, Faperj e Capes
Trabalho selecionado para a JNIC pela instituicdo: UFF

Introducdo: A leishmaniose, uma doencga parasitaria infecciosa que pode acometer a pele e 6rgéos vitais, €
causada por protozoarios intracelulares obrigatérios (desenvolvem-se necessariamente no interior de células)
pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania.! Devido a sua grande
abrangéncia e ocorréncia em paises de baixa renda € classificada como uma doenca negligenciada, que
incapacita ou leva ao 6bito milhdes de pessoas ao redor do mundo.?

O baixo investimento da industria farmacéutica na busca por novos meios de tratamento para a
leishmaniose faz com que a variedade de medicamentos disponiveis para tratar esta enfermidade seja reduzida.
Além disso, outro fator agravente séo os efeitos adversos gerados por estes farmacos.

Uma das opcdes de medicamentos para o tratamento da leishmaniose € o antifingico anfotericina B
(AmB), farmaco pouco solivel em meio aquoso que resulta em um tratamento doloroso para o paciente e gera
efeitos téxicos graves, como nefrotoxicidade e hipocalemia.® Com o objetivo de melhorar o controle das
propriedades farmacocinéticas e atenuar a toxicidade dos farmacos, como a AmB, tem-se desenvolvido sistemas
de veiculacao de farmacos (SVF).#5

Neste ambito, materiais derivados de carbono, como o 6xido de grafeno reduzido (rGO) tém surgido
como potenciais plataformas para aplicages bioldgicas, pois sédo biocompativeis quando funcionalizados com
surfactantes e apresentam alta capacidade para serem carregados com farmacos via interagbes
supramoleculares. Além disso, o rGO apresenta-se como um excelente agente fototérmico, pois absorve
radiacao na regiao do infravermelho proximo - NIR - (780 — 2500 nm) transformando-a em energia térmica que
pode ser empregada como estimulo de liberagédo do farmaco carregado no rGO.6

Impulsionados pela busca de melhores condi¢cdes de tratamento para pacientes acometidos com a
leishmaniose, este trabalho objetiva a sintese de um fotodispositivo baseado em rGO funcionalizado com o
polimero plurdnico P123 e posteriormente carregado com o farmaco AmB a ser empregado no tratamento da
leishmaniose, principalmente em sua manifestacdo cutdnea. Como estimulo de liberacdo pretende-se utilizar
radiacdo na regido do NIR que, ao atuar juntamente com o farmaco, poderéa potencializar a morte dos parasitas
que se encontram na lesao.

Metodologia: Os procedimentos descritos neste trabalho foram realizados no Laboratério de Quimica
Supramolecular e Nanotecnologia (LQSN) localizado na UFF pelas alunas de iniciacdo cientifica
supervisionadas pelos alunos de pés-graduacéo que fazem parte do projeto.

Inicialmente, o grafite foi pré-oxidado e submetido a oxidacdo de acordo com o método de Hummers
modificado, sendo esfoliado e centrifugado logo em seguida, fornecendo o éxido de grafeno (GO) como produto.”
O GO disperso em meio aquoso foi funcionalizado com o polimero plurdnico P123 e reduzido pela adicdo de
hidrazina hidratada. O sélido obtido (coloracao preta) foi lavado com agua destilada e submetido a uma dialise
para purificacdo. Em seguida, o produto purificado foi liofilizado resultando na obtengc&o do sistema pretendido
(rGO-P123).

O dispositivo foi caracterizado por meio das técnicas de espectroscopia na regido do infravermelho (IV-
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ATR) no equipamento Thermo Scientific Nicolet iS50, analise termogravimétrica (TGA) no aparelho Shimadzu
TGA-60, andlise de potencial zeta realizada no equipamento Zetasizer Nano ZS 90 da Malvern e os ensaios de
absorgcdo em solugdo na regido do ultravioleta visivel (UV-Vis) e os estudos de liberacdo foram realizados no
aparelho UV Varian Cary 50 conc. Estas analises foram realizadas no Laboratério Multiusuario de Caracterizagao
de Materiais (LAMATE) localizado na Universidade Federal Fluminense. As andlises de microscopia eletrfnica
de transmissdo (MET) foram realizadas no microscépio eletrnico JOEL JEM-1011 e aceleragdo de 80 kV
operado por um técnino especializado. Este equipamento pertence a plataforma de microscopia eletrénica do
curso de Biologia da Universidade Federal Fluminense. A andlise de difracéo de raios X de policristal foi realizada
no aparelho D8 ADVANCE (Bruker) localizado no Instituto de Fisica da Universidade Federal Fluminense. Esta
medida foi realizada a 298 K utilizando-se radiagido CuKo. (A=1,5406 A).

A incorporacao do farmaco ao dispositivo foi realizada utilizando-se o sistema rGO-P123 disperso em
uma solucdo de AmB em PBS:DMSO (60:40). A solucao foi mantida em agitacdo juntamente com o sélido,
centrifugada e lavada com PBS gerando como produto final o sistema rGO-P123-AmB.

Para os estudos de liberacéo foi utilizada uma lampada de Xe continua de 150 W (A = 800 nm). Além da
radiacdo na regido do NIR foram utilizados como estimulo de liberagdo agitagdo magnética e pH 4,5. Inicialmente,
0s ensaios foram realizados utilizando-se uma cubeta de quartzo para acomodar a amostra de rGO-P123-AmB,
porém fazia-se necessaria uma etapa de centrifugacéo para eliminar as particulas em solugao antes da analise
do sobrenadante por estudos de absor¢do na regido do UV-Vis. De maneira a eliminar a etapa de centrifugacao,
a amostra passou a ser acondicionada em sacos de dialise. Para acompanhar a liberacdo do farmaco aliquotas
do sobrenadante foram recolhidas periodicamente e analisadas por espectroscopia na regido do UV-Vis.

Resultados e Discusséo: Os sistemas rGO-P123 e rGO-P123-AmB assim como seus precursores foram
caracterizados por meio de diversas técnicas.

A fim de avaliarmos a eficacia das etapas de funcionalizacéo, reducéo e carregamento do material foi
realizada a medida de espectroscopia na regido do IV (Figura 1a). O espectro de IV do rGO-P123 apresentou
bandas em 2970 cm! (—-CHzs), 2860 cm™! (-CH2) e em 1091 cm! (C-O-C) que indicam a funcionaliza¢édo do rGO
com o polimero P123. No IV do sistema carregado foi observado o aparecimento da banda de deformacéo axial
das ligag6es —OH em 3300 cm-1 que também estdo presentes no espectro da AmB indicando que o sistema foi
carregado com o farmaco.

A perda de massa referente & decomposicao dos sistemas e da AmB devido ao aumento de temperatura
foi avaliada a partir da analise termogravimétrica (Figura 1b). No termograma do rGO-P123 foram observados
dois patamares de perda de massa, sendo o primeiro na faixa de 173-340°C referente & decomposi¢édo do
polimero P123 e o segundo acima de 350° C devido & degradacdo da estrutura carbdnica do material, o
correspondente a 20% da massa total do rGO-P123. Comparando-se o TGA do rGO-P123-AmB com o do
sistema descarregado foi possivel observar uma faixa de temperatura adicional em que houve perda de massa,
sendo esta referente a degradacao da AmB, pois de acordo com o TGA do farmaco, sua decomposigéo ocorre
nesta mesma faixa de temperatura (198-525°C). Desta forma, pode-se inferir que a AmB estava carregada no
dispositivo.
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Figura 1: (a) Espectros de IV da AmB, rGO-P123 e rGO-P123-AmB e (b) TGA do rGO-P123, rGO-P123-AmB e
AmB.

A Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) foi realizada a fim de conhecermos os aspectos
morfolégicos do sistema rGO-P123. Através desta técnica foi observado que o sistema é composto por finas
folhas empilhadas e enrugadas que comp&em uma estrutura bidimensional, como observado na Figura 2a. Além
disso, pode-se observar que as folhas sdo intactas e nao apresentam imperfeicdes que poderiam ser
ocasionados pelo processo de reducao.

Através da técnica de difracdo de raios X de policristal foi possivel observar a distancia interplanar entre
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as folhas e analisa-la com relacédo a seus precursores. No difratograma do grafite foi observado um Unico pico
de difracdo em 26 = 26,6° (d = 3,8 A), enquanto que no DRX do GO foi observado um halo em 26 = 10,1° (d =
9,7 A). O aumento da distancia observada no GO com relagdo ao grafite deve-se a insercdo dos grupos
oxigenados (epoéxido, hidroxila e carboxila) provenientes da oxidacdo do material. No DRX do rGO-P123 foram
observados dois halos, um com 26 = 21,4° (d = 4,6 A) referente a fase caracteristica do rGO e outro em 20 =
7,37° (d = 13,3 A), mostrando que nem todo o GO foi reduzido e desta forma apresenta uma distancia interplanar
um pouco maior do que a fase do rGO, onde pode ter ocorrido um reempilhamento parcial das folhas diminuindo,
assim, a distancia entre elas (Figura 2b).

Por meio da medida de potencial zeta foi possivel avaliar a carga superficial do dispositivo em funcéo do
pH do meio. O rGO-P123 apresentou carga superficial negativa em praticamente toda a faixa de pH empregada
(pH 2 a 10), pois os grupos carboxilicos remanescentes presentes nas folhas de rGO encontravam-se
desprotonados (Figura 2c).
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Figura 2: (a) MET do dispositivo rGO-P123, (b) DRX de policristal do rGO-P123, GO e grafite e (c) Potencial
zeta do rGO-P123 (0,1 mg/mL) na faixa de pH 2 a 10.

O sistema carregado com AmB apresentou eficiéncia de carregamento de 0,01 mmol/g (o
correspondente a 94% de AmB disponivel para o carregamento) e os estudos de liberacdo foram realizados
utilizando-se cubetas de quartzo e sacos de didlise para acomodar as amostras empregando agitacdo, pH acido
e incidéncia de luz na regido do NIR (A = 800 nm) como estimulos de liberacéo.

Primeiramente, o rGO-P123-AmB disperso em PBS:DMSO (60:40) e pH = 4,5 foi acomodado em uma
cubeta de quartzo mantida em agitagdo magnética e irradiada com radiagdo na regido do NIR proveniente de
uma lampada de Xe. Entretanto, era necessario que a disperséo fosse centrifugada antes de ser analisada por
espectroscopia na regido do UV-Vis. Porém, mesmo apo0s a centrifugacdo, ainda haviam particulas em
suspensao que interferiam na analise do sobrenadante. A fim de eliminar a etapa de centrifugac@o e melhorar a
obtencgdo dos espectros de UV-Vis foram empregados sacos de didlise para acomodar a amostra dispersa no
mesmo sistema de solventes. Neste Ultimo estudo, a liberagdo do farmaco também foi monitorada observando a
influéncia dos mesmos estimulos anteriormente utilizados.

Os espectros de UV-Vis obtidos a partir da analise do sobrenadante das amostras apresentavam perfil
semelhante ao espectro da AmB pura (Figura 3a), a partir do qual foi obtido uma curva de calibragdo para que a
guantidade de farmaco liberada pudesse ser quantificada. O perfil dos espectros obtidos pela andlise de UV-Vis
dos sobrenadantes (Figuras 3b e 3c) revela que houve liberacdo do farmaco, porém esta ndo pbde ser
guantificada, pois os valores de absorvancia das amostras foram inferiores aos compreendidos pela curva de
calibracao.
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Figura 3: (a) Estudo de absorcéo em solucéo na regido do UV-Vis para a AmB (em PBS:DMSO (60:40)).
Estudos realizados em pH = 4,5, agitacdo magnética e incidéncia de luz na regido do NIR (A = 800 nm)
(b) na cubeta de quartzo e (c) na membrana de dilise.

Conclusdes: Em suma, neste trabalho foi sintetizado um novo fotodispositivo baseado em rGO funcionalizado
com o polimero plurbnico P123 para veiculacdo do farmaco AmB a fim de ser empregado no tratamento da
leishmaniose. Os dados obtidos através das técnicas de caracterizacao permitem concluir que o sistema proposto
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foi obtido com sucesso e apresenta comportamento coloidal em diferentes faixas de pH e boa estabilidade em
condic¢des fisiologicas (pH = 7,4). Adicionalmente, 0 rGO-P123 apresenta alta capacidade de carregamento com
o farmaco (94%) cuja interacdo ocorre por meio de interag8es supramoleculares.

Os estudos de liberacdo foram realizados empregando-se diferentes estimulos de liberacdo como
agitacdo magnética, pH acido e irradiacdo com luz na regido do NIR (A =800 nm). Nestes estudos observou-se
que houve liberagdo do farmaco, porém as quantidades liberadas foram muito pequenas para quantificacéo.

Este dispositivo apresenta grande potencial para ser utilizado no tratamento da leishmaniose cuténea,
tendo em vista que a acédo do farmaco juntamente com o calor gerado pela incidéncia da radiacdo na regido do
NIR pode ser eficiente na eliminacdo dos parasitas que se encontram nas lesdes cutaneas. Desta forma, o
farmaco sera aplicado diretamente na lesao evitando que outras areas sadias sejam afetadas, atenuando os
efeitos colaterais.
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