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RESUMO

Os sistemas hidrogéis recebem cada vez mais visibilidade em inimeras areas envolvendo a
biomedicina, a engenharia de tecidos, tratamentos ambientais ¢ a liberagdo modificada de
farmacos. Estes sistemas apresentam composi¢cdo em rede tridimensional e alta capacidade de
absor¢ao de agua, e sdo em sua maioria formados de materiais poliméricos, o que agrega
caracteristicas de biocompatibilidade aos mesmos, permitindo que se tornem uma opgao como
carreadores de fotossensibilizadores (FS) para aplicacdo em tratamentos envolvendo a Terapia
Fotodinamica (TFD). A TFD ¢ uma técnica de tratamento que tem como base a administracdao
de um FS, que na presenga de luz em comprimento de onda adequado ¢ excitado e transfere
energia para o oxigénio molecular, gerando espécies reativas (ROS), como o oxigénio
singlete, que € capaz de causar a morte celular no alvo do tratamento. O objetivo do trabalho
foi sintetizar um sistema xerogel, incorporado com Cloro Aluminio Ftalocianina (CIAIPc),
para aplicacao como sistema de liberacdo modificada (DDS) utilizando os protocolos da TFD.
O xerogel foi sintetizado usando gelatina como polimero base pela técnica de reticulagdo
quimica. A incorporacdo do farmaco foi realizada por imersdo do xerogel em solu¢dao de
CIAIPc 1,0 mg.mL"'. A morfologia externa do xerogel foi examinada por microscopia
eletronica de varredura (MEV). Foi avaliado o grau de intumescimento do sistema sintetizado
para determinagcdo do potencial de absor¢do de agua. O sistema xerrogel produzido foi
caracterizado por técnicas térmicas, calorimétricas, fotoquimicas, fotofisicas e fotobiologicas.
As imagens da analise de MEV apontaram a presenga das redes tridimensionais na
formulacao. O teste de intumescimento demonstrou que o processo de secagem do sistema
aumenta a sua capacidade de retencdo de agua. Todos os resultados espectroscopicos
mostraram excelentes parametros fotofisicos e fotoquimicos do farmaco estudado quando
veiculado no sistema xerogel. A eficiéncia de carregamento foi de 70 %. As curvas de TGA e
DSC apresentaram comportamento semelhante ao da gelatina. Em células HelLa, TFD
mediada por 0,5 mg.mL! hidrogel — CIAIP¢c mostrou uma diminui¢do na sobrevida proxima a
95%, demostrando o efeito fotodindmico ocasionado pela aplicacdo dos protocolos de TFD.
Com base nos resultados obtidos, ¢ esperado que a utilizagdo de xerogel a base de gelatina
veiculado com a CIAIPc possa ser um adjuvante promissor no tratamento de neoplasias
baseadas na aplicacdo de protocolos da TFD, contribuindo para o desenvolvimento cientifico
e tecnoldgico do pais com potencial grau de inovagao e impacto na sociedade.

Palavras-Chave: cloro aluminio ftalocianina; gelatina; hidrogel; terapia fotodinamica e

xerogel.



HYDROGEL-BASED DRUG DELIVERY NANOSYSTEMS FOR PHOTODYNAMIC
THERAPY

ABSTRACT

Hydrogel systems receive increasing visibility in numerous areas involving biomedicine,
tissue engineering, environmental treatments and modified drug delivery. These systems have
a three-dimensional network composition and high water absorption capacity, and are mostly
made of polymeric materials, which adds biocompatibility characteristics to them, allowing
them to become an option as carriers of photosensitizers (PS) for application in treatments
involving Photodynamic Therapy (PDT). PDT is a treatment technique that is based on the
administration of a PS, which, in the presence of light at an appropriate wavelength, is excited
and transfers energy to molecular oxygen, generating reactive species (ROS), such as singlet
oxygen, which is capable of cause cell death in the treatment target. The objective of this
work was to synthesize a xerogel system, incorporated with Chlorine Aluminum
Phthalocyanine (ClAlPc), for application as a Drug delivery system (DDS) using PDT
protocols. The xerogel was synthesized using gelatin as the base polymer by the chemical
crosslinking technique. The incorporation of the drug was performed by immersion of the
xerogel in a CIAIPc solution 1.0 mg.mL-1. The external morphology of the xerogel was
examined by scanning electron microscopy (SEM). The degree of swelling of the synthesized
system was evaluated to determine the water absorption potential. The xerogel produced was
characterized by thermal, calorimetric, photochemical, photophysical and photobiological
techniques. The images from the SEM analysis showed the presence of three-dimensional
networks in the formulation. The swelling test showed that the drying process of the system
increases the water retention capacity. All spectroscopic results showed excellent
photophysical and photochemical parameters of the drug studied when charged in the xerogel
system. Charging efficiency was 70%. The TGA and DSC curves showed similar behavior to
that of gelatin. In HeLa cells, PDT mediated by 0.5 mg.mL-1 hydrogel — CIAIPc showed a
decrease in survival close to 95%, demonstrating the photodynamic effect caused by the
application of PDT protocols. Based on the results obtained, it is expected that the use of
gelatin-based xerogel delivered with CIAIPc can be a promising adjuvant in the treatment of
neoplasms based on the application of PDT protocols, contributing to the scientific and
technological development of the country with potential degree. innovation and impact on
society.

Keywords: chlorine aluminium phtalocyanine; gelatin; hydrogel; photodynamic therapy and

xerogel.
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1 INTRODUCAO

A terapia fotodindmica (TFD) ¢ uma modalidade de tratamento que apresenta
vantagens quando comparada a quimioterapia e radioterapia para o tratamento de neoplasias
bem como outras enfermidades causadas por fungos e bactérias. A técnica se baseia em trés
pilares: luz em um comprimento de onda adequado, um fotossensibilizador (FS) e oxigénio
molecular, capaz de gerar espécies reativas de oxigénio (ROS) que ocasionam uma cascata de
eventos oxidativos levando a morte celular (ASHKBAR et al., 2020; CALIXTO et al., 2016;
FRADE et al., 2018; YARAKI et al., 2020).

As ftalocianinas s3o uma classe de fotossensibilizadores hidrofobicos, que apresenta
absor¢ao em comprimentos de onda elevados no espectro eletromagnético (entre 650 e 750
nm) e alta capacidade de produgdo de espécies reativas de oxigénio, sendo estes parametros
necessarios para o uso em TFD. A Cloro Aluminio Ftalocianina (CIAIPC) apresenta
propriedades fotoquimicas e fotofisicas favoraveis para o uso em TFD, com duas principais
bandas de absor¢do, uma na regido dos 340 nm e outra na regido entre 600 e 710 nm. No
entanto, devida a sua caracteristica hidrofobica ndo pode ser administrada de forma isolada no
organismo (CALIXTO et al., 2016; CARVALHO et al., 2018; CIEPLIK et al., 2018).

Como uma das alternativas para o uso de FS com algumas propriedades limitantes
como a hidrofobicidade surgiram os sistemas de liberacdo modificada (drug delivery systems -
DDS). Estes sistemas sao constituidos em sua maioria de polimeros que apresentam
propriedades de biocompatibilidade e biodegradabilidade, e sdo usados para encapsular o FS
de interesse. Dentre as classes de DDS podem-se citar nanoparticulas, lipossomas e hidrogel
(CALIXTO et al., 2016; PAKULSKA et al., 2016; ZHANG et al., 2015).

A gelatina ¢ um polimero derivado do colageno que apresenta propriedades de
biocompatibilidade, e capacidade de sofrer gelificacdo, o que a torna uma promissora
candidata para o uso como base de um DDS para encapsulagdo de um FS em sistemas
hidrogel (BAKRAVI et al., 2018; UNAGOLLA; JAYASURIYA, 2020).

Um sistema hidrogel ¢ uma rede polimérica tridimensional capaz de absorver grandes
quantidades de dgua, encapsular polimeros, apresentando muitas vezes resposta a estimulos
externos como variagdes de pH e temperatura, podendo ser usados para DDS aplicados em
TFD, na engenharia de tecidos e como parte integrante de tratamentos de agua (CALIXTO et
al., 2016; FRADE et al., 2018; FRACHINI; PETRI, 2019).

A nanotecnologia tem como base a emprego da nanociéncia (manipulagdo de materiais

em escala nanométrica: 1 a 100 nm) para o desenvolvimento de novas técnicas e tecnologias.
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Os mais antigos registros de seu uso sao de Roma com o famoso copo de Licurgo e sua
mudancga de coloracdo, de acordo com a evolugao natural da tecnologia e dos equipamentos
muitos outros materiais foram descobertos e empregados no desenvolvimento de
nanoparticulas, nanossensores e sistemas de liberacao controlada (BAYDA et al., 2020).

Com base no exposto acima, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um sistema de
xerogel a base de gelatina como modelo de sistema de liberagdo de farmacos e incorporar a
ClAIPc como modelo de bioativo para aplicagdes em Terapia Fotodindmica. A
nanotecnologia focada no desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos se apresenta
como uma ciéncia multidisciplinar e busca contribuir com a capacitagdo cientifica,
tecnologica e de inovacdo, contribuindo de maneira inovadora para o tratamento da saude da

humanidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Terapia Fotodinamica

A TFD vem se desenvolvendo cada vez mais ao longo dos anos e sendo utilizada para
tratar inumeras doengas. Antes de seu estabelecimento como modelo terapéutico, antigas
civilizagdes, como a chinesa e indiana ja faziam o uso da luz solar e outros produtos para
tratar doencas de pele como o Vitiligo, a partir de um procedimento de aplicagdo de uma
substancia na regido de interesse do tratamento e exposicao ao sol (CIEPLIK et al., 2018;
SANTOS et al., 2019).

Em 1900, Oscar Raab iniciou testes envolvendo acridina na tentativa de tratar
Paramecium spp. Posteriormente, com a ajuda de Hermann Von Tappeiner, apos a realizacao
de varios testes observaram a relagdo entre a eficacia do tratamento, o tempo e a quantidade
de luz envolvida. Na tentativa de tratar outras doengas de pele, mais tarde Albert Jesionek e
Hermann Von Tappeiner foram os primeiros a descreverem a observagdo de um ~"Fendmeno
Fotodindmico™'. Em 1904 Hermann Von Tappeiner, Jodlbauer e Huber em 1905 conseguiram
obter resultados positivos no tratamento de pacientes acometidos de doengas provenientes de
bactérias utilizando os fendmenos fotodinamicos (CIEPLIK et al., 2018; OLIVEIRA et al.,
2015).

Com todos os avangos subsequentes hoje ja se sabe a metodologia correta de aplicagao
da TFD em pacientes (Figura 1), desde o tempo de espera entre a administracao do FS e a
exposi¢ao do tumor (alvo do tratamento) a fonte de luz de comprimento adequado (a regido
entre 600 ¢ 800 nm ¢ conhecida como janela terapéutica e apresenta maior penetracdo no
tecido alvo), bem como as preocupacdes com a oxigenagdao do tecido, que pode até ser
""abastecida’” de modo a maximizar a produgdo das espécies reativas e os efeitos da técnica

(MAZZILLI et al., 2020; SANTOS et al., 2019).

Figura 1 - Esquema de aplicagdo da TFD

s &
&8 &

Administragao Acumulagdo Ativagdo com Erradicacdo
do FS no tumor luz vermelha do tumor

Fonte: O Autor.
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As fontes de radiagdo utilizadas evoluiram muito, principalmente no que diz respeito
ao seu alcance, ndo se limitando apenas a aplicagdo externa como no inicio de seus estudos.
Hoje com os desenvolvimentos nanotecnoldgicos a fonte de luz pode ser levada e acionada
dentro do tumor. Lampadas de Led e lasers vem sendo muito utilizadas devido ao seu baixo
custo de manutencao e possibilidade de selecao de comprimento de onda, o que pode ajudar a
maximizar a acdo do FS. Lampadas de Tungsténio e XenoOnio também sdo utilizadas
(SANTOS et al., 2019; WILSON, 2002).

A TFD tem como principio basico a administracdo de um FS, que quando irradiado
por uma fonte de luz ¢ excitado liberando energia que reage com o oxigénio molecular,
gerando espécies reativas que sao responsaveis por uma s€rie de eventos que culminam na
morte celular do alvo do tratamento. No entanto, essa liberagdo de energia por parte do FS
pode ocorrer por duas vias, e sdo conhecidas como Reagdes do tipo I e II (Figura 2)
(MOHANTY; SENAPATI, 2017; SANTOS et al., 2019).

Figura 2 - Mecanismo das rea¢des do Tipo I e I1
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I Destruigao do tecido

e|pugdsalion

tumoral

FS no estado fundamental

Fonte: O Autor.

Depois de excitado o FS pode retornar ao seu estado fundamental com duas
probabilidades: manter a orientacdo do spin e emitir energia por fluorescéncia ou inverter a
orientacdo do spin e se transformar em uma espécie triplete, emitindo energia por
fosforescéncia. Nas reagdes do tipo I ocorre a transferéncia de elétrons do FS excitado
resultando na formagdo de espécies de peroxidos. J4 nas reagdes do tipo II o FS excitado
transfere energia para o oxigénio, gerando o oxigénio singleto, o que faz com que a reacdo do
tipo Il seja uma das espécies apontadas como central para o sucesso da TFD (OLIVEIRA et

al.,2015; SANTOS et al., 2019).
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No ano de 1999, no Hospital Amaral de Carvalho em Jau- SP iniciaram-se estudos
clinicos com TFD para tratamento de alguns tipos de cancer como de pulmdo e estobmago,
pela equipe supervisionada pelo Dr. Guilherme Cestari Filho. Juntamente ao desenvolvimento
de diferentes fontes de luz laser. J4 no ano 2000 Departamento de Dermatologia da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto-USP iniciou os tratamentos de doencas de pele utilizando a
TFD.

Entre os anos de 2006 e 2007 iniciaram-se tratamentos de cancer de boca e pele no
Hospital Regional da Asa Norte (HRAN) em colaboragao com a USP (Grupo de pesquisa em
Fotobiologia e Fotomedicina da FFCLRP) e a UnB (Universidade de Brasilia), além da
inauguracao do Ambulatorio de Terapia Fotodinamica, na Unidade de Cosmiatria, Cirurgia e
Oncologia (Unico), parceira ao Departamento de Dermatologia da UNIFESP (Universidade
Federal de Sao Paulo).

2.2 Fotossensibilizadores

Os FS sdo parte essencial nos tratamentos que tem como base o uso de TFD, uma vez
que, quando utilizados com uma fonte de luz e oxigénio sdo capazes de realizar conversdes de
natureza energética, tornando a energia de natureza luminosa em reativa para as espécies de
oxigénio (MUEHLMANN et al., 2015).

Analisando a linha do tempo do desenvolvimento dos FS durante a histéria observa-
se que o primeiro FS aceito para uso em TFD foi o Photofrin®, que junto com outros
derivados de porfirinas constitui a primeira geracdo de fotossensibilizadores, que apresenta
diferencas estruturais entre si, baixas bandas de absor¢do na regido do vermelho do espectro,
o que resulta em pequenas taxas de penetragao no tecido e consequentemente baixa eficiéncia
do tratamento por TFD e baixa sensibilidade a luz (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016;
OLIVEIRA et al., 2015; SANTOS et al., 2019).

Na tentativa de melhorar as propriedades dos FS de primeira geragao surgiu uma nova
classe de FS chamada de FS de segunda geragdo, constituida principalmente de ftalocianinas,
clorinas e derivados das porfirinas, ja apresentando melhorias no seu espectro de absor¢ao na
regido do vermelho do espectro eletromagnético e consequentemente de eficacia no
tratamento de TFD (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016; OLIVEIRA et al., 2015; SANTOS et
al.,2019).
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Dentre as caracteristicas principais que devem ser apresentadas por um FS para sua
aplicacdo em TFD podem se citar: solubilidade, seletividade, absor¢ao de luz na regido do
vermelho do espectro, baixa toxicidade e auséncia de reatividade no escuro. Tais propriedades
podem ser encontradas em diversos FS como: Azul de Metileno, Curcumina e Ftalocianinas
(ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016; CALIXTO et al., 2016; DHARMARATNE et al., 2020).

A Cloro aluminio Ftalocianina (CIAIPc — Figura 3) apresenta as propriedades
favoraveis do seu grupo de compostos e estudos demonstram o seu grande potencial de
tratamento para doencas pigmentadas, bem como o seu potencial como FS para TFD e agao
fotodinamica anticancer (CARVALHO et al., 2018; GOTO; MOURA; TEDESCO, 2017;
MUEHLMANN et al., 2015).

Figura 3 - Estrutura quimica da Cloro Aluminio Ftalocianina

Fonte: Carvalho., et al, 2018.

Na CIAIPc o metal central é o AI**, conferindo ao composto 0 comportamento
diamagnético, que ¢ capaz de, por exemplo aumentar os niveis de oxigénio singleto
produzidos e o tempo de vida util do estado tripleto (CARVALHO et al., 2018; GOTO;
MOURA; TEDESCO, 2017; SIQUEIRA-MOURA et al., 2013).

As ftalocianinas, no geral, apresentam comportamento hidrofobico, o que faz com que
as mesmas se aglomerem quando em meio aquoso (ambiente fisiologico), por influéncia
eletronica dos anéis presentes nas moléculas, dificultando o seu uso como FS isolado. Na
tentativa de resolver essa questdo as ftalocianinas podem ser incorporadas em diversos tipos

de sistemas, como nanoparticulas, lipossomas e hidrogel, possibilitando a sua administragao
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endovenosa e posterior liberacao deste fotossensibilizante para uso na TFD (CALIXTO et al.,

2016; CARVALHO et al., 2018; GOTO; MOURA; TEDESCO, 2017).

2.3 Sistemas se Liberaciao Modificada (DDS)

Os sistemas de liberagcdo modificada (Drug Delivery System — DDS) sao uma
alternativa derivada dos avangos da nanociéncia para possibilitar a entrega de
fotossensibilizadores ou medicamentos ao seu alvo, mesmo em ambientes que apresentam
condi¢gdes desfavordveis ao mesmo, possibilitando por exemplo a presenca de um FS
hidrofobico em meio aquoso sem sofrer aglomeragdes (CALIXTO et al., 2016; DUAN et al.,
2020).

Existem atualmente inumeros sistemas base para um DDS, podendo ser
nanoparticulas de ouro, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas de o6xido de ferro,
hidrogel, etc. Para a escolha do sistema base para se encapsular um FS deve se levar em conta
as propriedades fisicas e quimicas dos componentes do sistema, bem como da sua afinidade
com o FS utilizado. (CALIXTO et al., 2016; DUAN et al., 2020; SCICLUNA; VELLA-
ZARB, 2020).

Quando usados como a base de um DDS, alguns materiais podem trazer sistema
componentes de biodegradabilidade, biocompatibilidade e bioadesdao. Como exemplos podem
- se citar a quitosana, presente no exoesqueleto de crustaceos, podendo também aumentar a
resisténcia mecanica do DDS, a hidroxipatita, muito utilizada devida a sua compatibilidade
com a estrutura 6ssea humana, e do Poli (Alcool vinilico) (PVA), um polimero sintético,
biodegradavel e que apresenta boas caracteristicas e aptiddo para a formacdao de filmes
(FRADE et al., 2018; KAVOOSI et al., 2017; RIVAS et al., 2019).

A gelatina ¢ um resultado da hidrélise do coldgeno sendo, portanto, um biopolimero
natural, com propriedades de biocompatibilidade, multifuncionalidade e baixo custo, o que
explica o seu uso em diversas aplicacdes farmacéuticas e industriais (LI et al., 2020;
SCICLUNA; VELLA-ZARB, 2020).

A gelatina também apresenta capacidade de alteragdo de sua fase liquida para so6lida
no processo conhecido como gelificagdo, a partir de mudangas na temperatura do ambiente,
bem como capacidade de formar filmes. A jung¢ado de tais propriedades faz com que a gelatina
seja cada vez mais usada como base para o desenvolvimento de diversos sistemas de liberagao
como os nanohidrogéis (BAKRAVI et al, 2018; CARVALHO et al., 2018; FRACHINI;
PETRI, 2019; HU et al., 2019; KAVOOSI et al., 2017; RIVAS et al., 2019).
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2.4 Sistemas Hidrogel

Um sistema hidrogel ¢ constituido a partir de uma rede tridimensional (Figura 4), que
muitas das vezes ¢ formada por polimeros, apresenta propriedades hidrofilicas e alta
capacidade de absor¢do de dgua, chegando em alguns casos a absorver até mil vezes o peso do
sistema. Além destas caracteristicas alguns desses sistemas apresentam respostas as
caracteristicas do ambiente, como mudangas de pH e temperatura (CHAI; JIAO; YU, 2017;
FRACHINI; PETRI, 2019; UNAGOLLA; JAYASURIYA, 2020).

Figura 4 - Representag@o de um sistema hidrogel

)

Fonte: Frachini e Petri, 2019.

Assim como os materiais poliméricos, os sistemas de hidrogel podem ser classificados
quanto aos mondmeros usados em sua formacao como homopolimero (apenas um monomero)
ou copolimero (formado por dois ou mais monomeros). Estes sistemas também podem ser
classificados de acordo com a sua metodologia de preparacao, podendo ser formados a partir
de crosslinking (quimico ou fisico) (FRACHINI; PETRI, 2019; UNAGOLLA;
JAYASURIYA, 2020).

A partir dos processos de crosslinking quimico podem ser formados sistemas de
hidrogel a partir de diversos métodos como condensacdo e reagdo enzimatica. Para isso sdo
usados como agentes reticulantes diversas moléculas multi-funcionais como o glutaraldeido,
formaldeido, glioxal e 4cido borico. O gluraraldeido, por exemplo, ¢ apontado como um bom
agente reticulante para sistemas compostos de gelatina, uma vez que € capaz desse ligar com
grupos reativos da cadeia, melhorando a estabilidade da formulagdo e melhorando as
condi¢des de formagdo do filme polimérico (CARVALHO; GROSSO, 2006; FRACHINI;
PETRI, 2019).
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Ja para os processos de crosslinking fisico sdo caracterizados pela presenga de ligacdes
fracas como ligacao de hidrogénio e forcas de Van der Waals. Com base nesses processos
podem-se formar hidrogéis a partir de processos de aquecimento ou gelificacdo dos
mondmeros, exemplo que pode ser observado no preparo caseiro da gelatina adequada para
consumo. Existe também a possibilidade de formagao de filmes de hidrogel por interagdo
eletrostatica, uma vez que polimeros carregados podem se combinar com outras espécies
carregadas e sofrerem o processo de reticulacio (FRACHINI; PETRI, 2019; UNAGOLLA;
JAYASURIYA, 2020).

Além de serem usados como DDS, os sistemas hidrogel apresentam uma enorme
versatilidade, atuando desde a engenharia de tecidos até em componentes de sistemas de
filtracdo. Rungsima et al (2020) produziu um sistema hidrogel encapsulado com bromotimol
capaz de atuar como sensor de pH. Zhou et al (2019) desenvolveu um hidrogel capaz de
absorver radiagdo solar e ser usado em processos de purificacdo de dgua (FRACHINI; PETRI,
2019; RUNGSIMA et.al, 2020; ZHOU et al., 2019).

Assim como muitas areas da ciéncia, o desenvolvimento de hidrogéis também vem se
beneficiando dos avangos obtidos com a difusdo do uso das impressoras 3D, sendo muitas
vezes utilizada para desenvolvimentos na area da engenharia de tecidos, aliando a capacidade
de precisdo das impressoras e as caracteristicas de biocompatibilidade encontrada em
materiais como a hidroxiapatita e a gelatina (UNAGOLLA; JAYASURIYA, 2020; WANG et
al., 2019).

2.5 Sistemas Sol-Gel

O processamento de materiais poliméricos e de algumas ceramicas pode ser feito a
partir da metodologia Sol-Gel. A sintese ocorre a partir da mudanca do estado ‘‘Sol”’
(suspensdo coloidal resultante da hidrolise ou condensagdo de precursores) para o estado
““Gel” (Estrutura rigida, coloidal ou polimérica) (ALFAYA; KUBOTA, 2002; DANKS;
HALL; SCHNEPP, 2016).

Para que um polimero possa ser usado na preparagdo de um sistema Sol-Gel ¢
importante que o mesmo seja capaz de se dissolver preferencialmente em agua, fato que
favorece o uso de polimeros naturais como a gelatina, que se dissolve em agua a 40 °C
(DANKS; HALL; SCHNEPP, 2016).

O fato de ser produzida a partir de um polimero natural classifica a gelatina como um

biopolimero, que se adequa as definigdes necessarias para a configuracdo de um sistema



23

““Sol’’, que pode alternar para a configuragao de ‘‘Gel’’ a partir da diminui¢do da temperatura
ou da adicdo de ions metdlicos (DANKS; HALL; SCHNEPP, 2016; UNAGOLLA;
JAYASURIYA, 2020).

A formacao de redes 3D, que caracterizam um sistema hidrogel ¢ feita a partir de
ligacdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas que acontecem nas moléculas do sistema. Ja
o processo de gelificacdo de um sistema produzido com base em biopolimeros ocorre com
base nas transigoes Sol-Gel que estes sistemas podem sofrer (KAROYO; WILSON, 2017).

Inicialmente a conformagao dos sistemas ¢ de bobina, evoluindo para um estado de
hélice ordenado até a formacdo das caracteristicas redes. A conformagdao de ‘‘Gel”’
polimérico permite a retengdo de liquidos em seu meio, fato que explica a propriedade de
intumescimento, também caracteristica de um sistema hidrogel (ALFAYA; KUBOTA, 2002;
KAROYO; WILSON, 2017).

Os processos de secagem durante a rota de sintese Sol-Gel levam influenciam as
propriedades do material resultante, e possibilitam uma nova classificacdo para os sistemas
formados, dividida entre xerogel (obtido através do processo de evaporagdao do solvente),
aerogel (obtido através de extracdo do solvente) e criogel (obtido através da retirada do
solvente pelo processo de liofilizagdo) (HE et al., 2021; GROULT, BUWALDA;
BUDTOVA, 2021).

Porém, o desenvolvimento de xerogéis baseados em gelatina pelo método de
reticulagdo quimica para o carregamento de bioativos em TFD tem recebido pouca atengao

pela comunidade académica.

2.6 O Tratamento do Cancer

O cancer figura como uma das doencas de maior problematica no mundo, podendo
aparecer sob diversas varidveis como: cancer de mama, esofago, prostata, etc. A identificagdo
da doenga ainda ¢ um dos maiores obstaculos a se enfrentar, pois mesmo com os avangos
tecnologicos o diagnodstico varia de acordo com o tipo da doenga e o perfil do paciente.
(CALIXTO etal., 2016, LI; KUMACHEVA, 2018, SANTOS et al., 2019).

Dentre os tratamentos mais conhecidos para a doenga podem-se citar a cirurgia (que
muitas das vezes nao resulta na remocgao total do tumor), a quimioterapia e a radioterapia, que
sao muitas vezes aplicados em conjunto, e embora apresentem eficiéncia no tratamento

causam uma gama de efeitos colaterais nos pacientes, como: nauseas, queda de cabelo, ma
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nutricdo, etc. (MOHANTY; SENAPATI, 2017; SANTOS et al., 2019; SAWADA et al.,
2009).

O cancer de pele ndo melanoma ¢ uma das variaveis do cancer com maior nimero de
diagnosticos, apresentando muitas vezes uma grande capacidade de sofrer o processo de
metastase. Tal efeito figura como uma das caracteristicas que dificultam o tratamento de
muitos tipos de canceres, uma vez que durante a metastase o tumor pode se espalhar em
grande velocidade para outros 6rgdos que inicialmente nao tinham sido afetados, dificultando
também a aplicagdo de tratamentos (DIDONA et al., 2018, LI; KUMACHEVA, 2018).

Com o advento da nanotecnologia e a possibilidade da realizacdo de estudos in vitro e
in vivo, surgiram inimeras alternativas para tratamento de cancer envolvendo DDS com base
em FS como azul de metileno e derivados de clorinas, para aplicagdo envolvendo TFD, que
muitas das vezes ¢ utilizada como complementar a quimioterapia ou a radioterapia

(CALIXTO, et al., 2016, SHANMUGAPRIYA et al., 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um sistema xerogel incorporado com

ClAlPc para uso como sistema de liberacdo modificada do FS e aplicagdo em TFD.

3.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar o xerogel pelo método de reticulacao quimica;

e Incorporar a CIAIPc como FS ativo em TFD;

e Avaliar a morfologia do sistema com a técnica de microscopia eletronica de varredura
(MEV);

e (aracterizar o sistema através das técnicas de espectroscopia no UV-Vis e
espectroscopia no infravermelho;

e Avaliar o comportamento térmico e calorimétrico do sistema;

e (alcular da eficiéncia de carregamento (EC) da CIAIPc no sistema;

e Avaliar o grau de intumescimento (GI) do sistema;

e Avaliar a citotoxicidade e fototoxicidade in vitro do sistema de xerogel;

e Analisar a localizagao intracelular in vitro para o sistema xerogel.
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4 MATERIAIS E METODOS

Toda a atividade experimental descrita nos procedimentos abaixo foi realizada nas

dependéncias do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D), localizado na

Universidade do Vale do Paraiba, em Sao José dos Campos, SP.

4.1 Materiais

Gelatina (Gelatin Porcine Skin Type A Sigma G-2500): Sigma Aldrich
Cloro Aluminio ftalocianina: Acros Organics

Glutaraldeido: Dinamica, Quimica contemporanea Ltda.
Dimetilsulféxido (DMSO): Dindmica, Quimica contemporanea Ltda

Alcool etilico: Dindmica, Quimica contemporanea Ltda

4.2 Sintese Do Hidrogel

A metodologia de preparagao do hidrogel a partir do método de reticulagdo quimica foi

baseada na metodologia descrita por Bakravi et al (2018) com pequenas alteragdes baseadas

em Frachini e Petri (2019) (Figura 5). Dissolveu-se a gelatina em 100 mL de agua deionizada

sob constante agitacdo e¢ aquecimento a 40 °C. Posteriormente, foi adicionado o agente

reticulante glutaraldeido e a amostra foi gelificada a temperatura ambiente, permanecendo em

descanso na mesma temperatura por 24 h e posteriormente foi encaminhada para ciclos de

centrifugacao a 4500 rpm e lavagem com agua deionizada para a remoc¢ao de impurezas.

Figura 5 - Metodologia de sintese do hidrogel.
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Fonte: O Autor



27

4.3 Sintese Do Xerogel

A base utilizada para a sintese do xerogel (Figura 6) foi a mesma utilizada para a
sintese do hidrogel, descrita acima no item 4.2. Apods os processos de centrifugacao e lavagem
a amostra foi seca, em um processo que consistiu no congelamento da amostra com N> e
posterior sublimacdo da agua existente na cadeia polimérica, utilizando o equipamento
eppendorf Concentrator 5301 (Eppendorf AG 22331 Hamburg, Alemanha) e a ClAIPc

(dissolvida em solucdo alcodlica de DMSO) foi incorporada por adsor¢ao ao sistema.

Figura 6 - Metodologia de Sintese das amostras do Xerogel e Xerogel - CIAIPc

Gelificagao,
Gelatma ¢ Centrifugagao,
GIutaraIdeldo Lavagem
Solucdo de Solugdode Hidrogel
gelatina Gelatinareticulada

Secagem

ﬁ - Xerogel

Xerogel - CIAIPc CIAIPc @

Fonte: O Autor

4.4 Caracterizacio Morfolégica Do Xerogel

A morfologia externa do xerogel foi examinada por microscopia eletronica de
varredura (MEV), a partir do equipamento EVO-MA10 (Zeiss, Alemanha). As amostras
foram recobertas com Au para a obtencdo das imagens. Tal andlise permitiu a avaliagao da
morfologia da rede formada na sintese do sistema xerogel e seus padroes de distribuicao nas

amostras analisadas.
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4.5 Avaliacao do Grau de Intumescimento (% GI)

Por conta de suas redes tridimensionais os sistemas de hidrogel/ xerogel tem a
capacidade de absorver agua sem perder as suas propriedades quimicas e estruturais. O
tratamento das amostras para o ensaio foi feito com base na metodologia descrita por Kavoosi
et al (2017). Inicialmente as amostras foram pesadas, imersas em agua deionizada por um
periodo pré-estabelecido, secas a partir de prensagem em papel absorvente e pesadas
novamente. Todos os testes foram feitos em triplicata (equagao 1).

% GI = (Massa do sistema intumescido — Massa inicial) / (Massa inicial) x 100 (1)

4.6 Estudos Espectroscopicos no UV-Visivel

As leituras foram feitas com o espectrofotometro Cary 50 e a andlise dos dados
permitiu a investigacdo das propriedades espectroscopicas no estado estacionario da CIAIPC
carregada no xerogel, bem como da CIAIPc na auséncia do sistema, dissolvida em meio
alcoodlico. Estas analises permitiram averiguar se ocorreram alteracdes no perfil espectral do
composto bioativo quando veiculados ao sistema de carregamento, além da determinacao da

curva de calibragdo para a CIAIPc em diferentes concentragdes.

4.7 Determinacao da Eficiéncia de Carregamento (% EC)

A eficiéncia de carregamento relaciona a quantidade de fairmaco incorporado com o
total de farmaco que foi utilizado durante o processo de sintese.

Para essa determinacdo, apds o processo de centrifugacdo na etapa de sintese, o
sobrenadante foi avaliado por espectroscopia de absor¢cdo na regido do UV-vis para
quantificar o fotossensibilizador adsorvido no sistema. Essa leitura foi realizada utilizando o
comprimento de absor¢ao méaxima para a CIAIPc (Amax = 672 nm).

A eficiéncia de carregamento foi calculada (equagdo 2) seguindo a metodologia
descrita por Lin et al (2019).

% EC = [Peso experimental (ClAIPc) / Peso tedrico (CIAIPc)] X 100 (2)
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4.8 Caracterizacio Térmica e Calorimétrica Do Xerogel

A técnica de termogravimetria (TGA) permite a avaliacdo da perda de massa do
sistema em fungdo da temperatura a qual a amostra ¢ exposta, pode ser usada para definir a
composi¢do ideal do sistema em diferentes temperaturas. A técnica de calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), permite a avaliacdo de caracteristicas intrinsecas dos materiais
componentes do sistema estudado, bem como o seu comportamento em diferentes faixas de
temperatura. Ambas as leituras trazem informagdes importantes acerca da estabilidade e perfil
de perda de massa do sistema nas temperaturas de sintese e de armazenamento. Para a
realizagdo do ensaio cerca de 10 mg da amostra de xerogel (antes da imcorporagdao da
CIlAIPc), foi utilizada nas leituras com uma programacio de temperatura de 10 K.min™! (-263,
15 °C) na faixa de temperatura entre 293,15 K (20 °C) e 1273,15 K (1000 °C) sob um fluxo
constante de nitrogénio, o equipamento utilizado foi o STA 449 F3 Jupiter®, NETZSCH.

4.9 Estudos Espectroscopicos no Infravermelho

Os espectros de absorc¢ao no infravermelho foram obtidos na regido de 4000 a 450 cm-
' com resolu¢do de 4 cm!, no modo transmissdo, com 32 varreduras com temperatura
controlada em 20 °C. O espectrofotometro utilizado foi o Spectrum 400 com Transformada de
Fourier (FT-IR), tecnologia de refletancia total atenuada (ATR) da fabricante PerkinElmer.
Foram realizadas leituras das amostras de ClAlPc, gelatina, xerogel e xerogel - CIAIPc para

comparagdes posteriores.

4.10 Culturas Celulares

Células da linhagem Hela CCL-2, adenocarcinoma, foram cultivadas em DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado com 10 % de FBS e 1 % de

Penicilina/Estreptomicina solugdo e mantida em estufa a 37 °C com 5 % de CO..
4.11 Ensaio de Citotoxicidade No Escuro
Todos os testes foram realizados em triplicata em placas de 96 pogos, € a concentracao

celular foi 1x10* células por pogo. Para os testes com CIAIPc incorporada ao hidrogel, foram

aplicados com as concentragdes de 0,1 umol.L!, 0,5 umol.L"!' e incubados por 1h em cdmara
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de crescimento a 37 °C. Apo6s o tempo de incubacdao, o meio com hidrogel - CIAIPc foi
retirado e foi adicionado a 200 pl de PBS em cada pogo. Os grupos escuros foram mantidos
no escuro e os grupos irradiados foram submetidos a exposicao a luz na biotabela. Depois de
irradiacao, o PBS foi retirado de todos os grupos, substituido por um meio fresco, € mantida a

37 °C por 18 h, antes dos ensaios do azul de tripan.

4.12 Ensaio de Fotocitotoxicidade

O dispositivo LED (Biopdi/IRRAD-LED 660 nm) utilizado nos experimentos de TFD
¢ composto por 54 LEDs, sendo que cada LED apresenta poténcia de 70 mW, emitindo em
660 + 5 nm e cobrindo uma area de 150 cm?. A intensidade utilizada foi de 25 mW.cm™, € o
tempo de exposic¢do foi de 6 min e 40 s, totalizando a densidade de energia de 10 J.cm?. A
intensidade foi encontrada seguindo a equagao 3:

(54 x70) /A =1 3)
e a fluéncia foi encontrada seguindo a equacao 4:
[ (L.cm?) x t(s)=F (J.cm?) 4)
Os grupos escuros foram mantidos no escuro ¢ os grupos irradiados foram submetidos a

exposicao a luz LED.

4.13 Analise de viabilidade celular pelo Método de Exclusio do Azul de Tripan

O teste de exclusdo do azul de tripan ¢ uma técnica usada para avaliar o nimero de
células vivas e mortas apoés um determinado tratamento. Baseia-se fundamentalmente na
capacidade (presente nas células vivas) de expelir o corante usado, enquanto as células
mortas, devida a perda de sua propriedade seletiva de membrana, tendem a acumular o
composto no ambiente intracelular. Para este teste, as células foram transferidas para uma
placa de 96 pocos a uma densidade de 1x10* células por pogo. Depois de 24 h de adesdo
celular, o sistema hidrogel - CIAIPc foi adicionado nas concentracdes escolhidas e incubado
por 1 h em um forno. Apos esse periodo, o hidrogel - CI1AIPc foi removido, e meio completo
fresco foi adicionado. Uma placa foi mantida no escuro e a outra foi irradiada usando um
dispositivo baseado em 48 LEDs, Biotable Irrad/LED660 (Biopdi), com irradiancia de 25
mW.cm?, e uma fluéncia de 10 J.cm™, com comprimento de onda de 660 nm. A intera¢do

com o corante azul de tripan foi realizada 18 h apos a aplicagdo da TFD. Apos esse periodo, o
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meio foi retirado dos pogos e 50 uL de solucdo de azul de tripan 0,2 % foi adicionada e depois
incubada por cinco minutos. Na sequéncia, a solugdo foi removida e PBS foi adicionado. Em
seguida, os grupos foram avaliados contando o nimero de células vivas e mortas em 5
campos aleatorios para cada pogo, por imagens obtidas usando o microscopio invertido (Zeiss

Axio Vert Al).

4.14 Localizacao Intracelular de CIAIPc

Para este estudo, 1x10° células foram transferidas por pogo, em placas de 24 pogos
com laminulas redondas no fundo e incubadas em estufa a 37 °C por 24 h para aderir. Apds
esse periodo, o meio foi removido, e as amostras foram adicionadas nas concentragdes a
serem testadas. Apds uma hora de incubagdo em estufa, as amostras foram retiradas, lavadas
com PBS e, em seguida, 100 pL de paraformaldeido 4 % foi adicionado para fixar as células.
Apos a fixagdo, as laminas foram montadas com antifading Prolong Gold, contendo DAPI
(4',6-diamidino-2-fenilindol, dicloridrato) para marcagdo de DNA. As imagens foram
capturadas no microscopio confocal LSM 700 Zeiss, UNIVAP (FINEP 01130275/00). Para o
marcador DAPI, a excitacao foi usada em 358 nm e a emissdo capturada em 461 nm, para

ftalocianina, o laser a 488 nm foi usado para excitacao e emissao capturada acima de 500 nm.

4.15 Analise Estatistica

Todos os testes foram realizados em triplicata, e todos os dados foram submetidos a
ANOVA seguido pelo teste de Tukey. O Microsoft Excel foi utilizado para gerar os graficos.
Todos os dados sdo expressos como a média = desvio padrao de trés experimentos
independentes. Uma probabilidade valor de p < 0,05 foi considerado significativo neste

estudo

4.16 Analise de Custos

Uma das etapas do desenvolvimento de qualquer produto ¢ o seu estudo de custos.
Foram realizadas cotagdes dos valores para os principais componentes do sistema
desenvolvido: gelatina, CIAIPc, DMSO, glutaraldeido, alcool etilico e d4gua deionizada, todas

retiradas da busca no site da Sigma — Aldrich.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese do Hidrogel e do Xerogel

A sintese do hidrogel (Figura 7) teve base na metodologia descrita no item 4.2. O
sistema polimérico foi formado usando apenas a gelatina como unidade monomérica, o que
permite classificar o sistema como homopolimérico (KAROYO; WILSON, 2017). O inicio da
sintese foi feito com a dissolugdo da gelatina a 40 °C, faixa de temperatura onde a solucao
corresponde ao estado ‘‘sol’’ e pode, em algumas situagdes evoluir para a formagao de géis

responsivos a temperatura. (BUKHARI et al, 2015; KAROYO; WILSON, 2017).

Figura 7 - Hidrogel apds a sintese

Fonte: O Autor
A adi¢do do glutaraldeido durante a sintese, confere ao sistema as caracteristicas de
ligagdes covalentes que o classificam como um sistema formado a partir do processo de
cross-linking quimico, conhecido por estabilidade em suas propriedades tanto fisicas quanto
quimicas (FRACHINI; PETRI, 2019; GONSALVES et al., 2011). O processo de cross-
linking também ¢ responsavel pelas estruturas tridimensionais caracteristicas dos sistemas e
tem influéncia direta em suas propriedades de intumescimento (BUKHARI et al, 2015;
FRACHINI; PETRI, 2019; GONSALVES et al, 2011).
A literatura descreve a gelificagdo de muitos polimeros como resultado da transicao
das fases da solucdo, configuragdo de bobina, passando pela configuracdo de hélice, até a sua

agregacao, formando a configuragdo de rede tridimensional caracteristica de tais sistemas
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(KAROYO; WILSON, 2017). No caso da gelatina, reducdo na temperatura leva a transicao
entre a configuracdo de bobina para a configuracao de hélice (WANG et al, 2017b). O
polimero pode ser usado como agente gelificante, uma vez que possui cadeias laterais na
molécula, permitindo a transicdo de ‘‘sol’” para ‘‘gel”” (BUKHARI et al, 2015; DANKS;
HALL; SCHNEPP, 2016; KAROYO; WILSON, 2017; WANG et al, 2017a).

Apo6s o final do processo de gelificacio a amostra foi lavada e centrifugada para
retirada de impurezas conforme a metodologia descrita por Bakravi et al (2018). Para a
obtencdo do xerogel (metodologia descrita no item 4.3) e realizacdo dos processos de
caracterizagcdo, o conteudo da sintese foi congelado em nitrogénio liquido e passou pelo
processo de secagem, que pode ser explicado em duas etapas: sendo a primeira delas o
congelamento da amostra, etapa na qual ocorre o processo de sublimacdo, seguido pela
secagem da mesma, onde ocorre a dessor¢do (BAKRAVI et al, 2018; MANOHAR;
RAMESH, 2019), o método de secagem utilizado foi uma adaptacdo do processo de
liofilizagao.

Na etapa seguinte, o fotossensibilizador CIAlIPc¢ foi adsorvido o sistema (Figura 8),
segundo o qual o xerogel ret¢tm o FS dissolvido em sua cadeia de maneira uniforme

(SAFAVI-MIRMAHALLEH; SALAMI-KALAJAHI; ROGHANI-MAMAQANI, 2020).

Fonte: O Autor

As etapas de caracterizacdo que serdo descritas nos proximos itens foram feitas
utilizando amostras de hidrogel e xerogel, carregados e ndo carregados com a CIAlPc, a

Tabela 1 relaciona cada ensaio de caracterizagao e a amostra utilizada.



34

Tabela 1 - Relagdo das amostras utilizadas em cada teste de caracterizagio

Caracterizacao Amostra
MEV Xerogel
% GI Hidrogel e Xerogel
Espectroscopia no Uv-Vis Xerogel - CIAIPc
% EC Xerogel - C1AIPc
DSC e TGA Xerogel

Espectroscopia no Infravermelho
Viabilidade celular e localizagao

intracelular

Xerogel e Xerogel - CIAIPc
Xerogel e Xerogel - CIAIPc

5.2 Caracteriza¢ao Morfologica

Fonte: O Autor

A analise da morfologia do sistema foi feita a partir da técnica de microscopia

eletronica de varredura, utilizando a técnica de elétrons secundarios (Figura 9). A amostra
para a leitura foi preparada da seguinte maneira: apos a sintese, parte do xerogel foi cortado,

recoberto com Au e analisado por MEV.

Figura 9 - Microscopia eletronica de varredura do xerogel: (a) panorama da rede polimérica formada;
(b) detalhamento da rede polimérica formada.

S R e — 2
0pm EHT = 20,00 kv Signal A= SE1

. WD= 70mm IProbe= 367 pA

Mag= 320X
EVO 100747

Signal A= SE1
|Probe= 131 pA

EHT = 16.00 kV

VO MA10 -ZEISS ~ Mag= 217X WD =105
=105 mm

Fonte: O Autor
A partir da observacdo da imagem de MEV pode-se dizer que o sistema apresenta
estrutura uniforme e a presenga das redes em toda a sua composi¢ao, caracteristica essencial
para a determinacdo de um sistema hidrogel/ xerogel e descrita na literatura em Bakravi et al

(2018), Unagolla e Jayasuriya (2020) e He et al (2021).
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Segundo Zhou et al (2019), um processo de gelificagdo uniforme no sistema pode ser
caracterizado pela presen¢a de uma estrutura densa e de poros de escala micrométrica.

A estabilidade foi observada e considerada estavel em condi¢des neutras (pH = 7,4)
ap6s 5 dias. A amostra de xerogel também nao apresentou agregagdes apOs armazenamento
por 7 dias em temperatura ambiente. De acordo com Danks, Hall e Schnepp (2016), hidrogéis

podem ser classificados como redes poliméricas agregadas fisicamente.

5.3 Avaliacao do Grau de Intumescimento (% GI)

Foram realizados testes de avaliagdao do intumescimento (Tabela 2, Figura 10 - a,b) em
dois grupos controle de amostras: Grupo A - composto por amostras do hidrogel e o Grupo B
- composto por amostras do xerogel. Abaixo estdo apresentados os valores referentes a média

de cada bateria de experimentos (Tabela 1).

Tabela 2 - Média % GI

% GI Desvio Padrao % GI Desvio Padrao
Tempo (Grupo A) (Grupo A) (Grupo B) (Grupo B)
05 min 7,02 3,27 277,83 58,08
15 min 11,75 7,44 328,09 66,08
25 min 21,51 10,17 351,11 21,18
35 min 20,84 5,82 276,22 75,35
45 min 20,13 6,99 497,83 61,83
55 min 22,49 1,22 527,23 33,58
60 min 22,11 5,01 638.45 320,64

Fonte: O Autor.

De acordo com Bukhari et al (2015) e El-Halah et al (2020) a propriedade de
intumescimento estd ligada a materiais que apresentam configuracao de redes, resultado do
processo de cross-linking entre as moléculas do polimero base do sistema, e pode ser descrita
como a capacidade de um polimero nao se dissolver enquanto absorve dgua ou determinado
solvente. Ap6s o contato inicial com a superficie do sistema, a 4gua penetra nas redes do
polimero por fendmenos como a capilaridade e difusdo, formando ligagdes de hidrogénio por
meio de sua absorc¢ao por hidroxilas, carboxilatos € aminos (BRITO et al, 2013; BUKHARI et
al, 2015; EL-HALAH et al, 2020).
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O processo de intumescimento de um hidrogel pode ser afetado por diversas varidveis
como: pH, composi¢do do sistema, influéncia do agente reticulante e temperatura (BRITO et

al, 2013; OSTROWSKA-CZUBENKO; GIERSZEWSKA; PIEROG, 2015).

Figura 10 - Grau de intumescimento: a) Grupo A
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Fonte: O Autor

Figura 10: Grau de intumescimento: b) Grupo B
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Fonte: O Autor
A partir da analise da Figura 10, que corresponde ao grau de intumescimento, ¢
possivel concluir que as amostras do Grupo B apresentam resultados superiores as do Grupo

A. Em um comparativo apenas dos ensaios realizados com 60 min de imersdo a amostra do
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grupo A apresentou como resultado uma % GI correspondente a aproximadamente 1,56 % da
capacidade da amostra do grupo B no mesmo periodo.

Esta grande diferenga de potencial de intumescimento pode ser explicada com o fato
de que o grupo B, embora apresente a mesma composi¢ao do Grupo A, passou pelo processo
de secagem (semelhante ao processo de liofilizacdo), que aumenta a area especifica da
amostra, expondo sua superficie, o que possibilita a melhora em seus indices de
intumescimento, conforme observado na Figura 10: b) (CASSOL; FANTINEL; SILVA,
2020).

Utilizando em seus experimentos amostras de um sistema hidrogel Jiang et al (2018)
descreve que nas primeiras 3 h do experimento os resultados referentes a % GI das amostras
variaram em uma taxa lenta, de acordo com os indices mostrados na Figura 10: a). A partir
dos 55 min de intumescimento da amostra observa-se uma diminui¢ao da variagao da % GI,
um indicativo de que a amostra esta se aproximando do ponto de equilibrio, onde j& nao
apresenta variacdes importantes na % GI (BORTOLIN et al, 2012)

A avaliacdo do grau de intumescimento de um sistema candidato ao uso como DDS
¢ fundamental uma vez que essa caracteristica pode influenciar na quantidade de FS que pode
ser encapsulado e consequentemente entregue ao alvo do tratamento em questao (GANIJI;

VASHEGHANI-FARAHANI; VASHEGHANI-FARAHANI, 2010).

5.4 Analises Espectroscopicas no UV-Vis

A partir da espectroscopia no UV-Visivel foi realizada a caracterizacdo do sistema
xerogel — CIAIPc e a sua comparagdo com uma amostra de CIAIPc dissolvida em DMSO 10
% (0,5umol.L") (Figura 11).

Figura 11 - Curva comparativa ClAlPc livre e incorporada no xerogel
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Fonte: O Autor.
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A CIAIPc apresenta pico de absorbancia maximo em 672 nm. Este valor se encontra
dentro da faixa conhecida como janela terapéutica (650 — 800 nm), regido onde a penetragao
da luz ¢ maximizada, aumentando o potencial da CIAIPc para TFD. Pode — se observar a
presenca de bandas Q na regido entre 600 e 700 nm. Tais leituras sdo referentes as transigoes
de baixa energia entre os orbitais HOMO e LUMO. (BROGDON; CHEEMA; DELCAMP,
2018; HAMAM; ALOMARI, 2017).

Muitos dos FS, incluindo a ClAIPc tendem a formar agregados, conhecidos como
dimeros, quando em solugdo aquosa ou em meio a solventes organicos. Nunes, Sguilla e
Tedesco (2004) descreve dimeros como uma forma de FS inativa ou com poucas propriedades
fotossensibilizantes. A formagdo de um dimero pode ser observada pela alteracdo no perfil
espectral da CIAIPc, o que ndo foi observado no estudo, apontando que o FS manteve suas
propriedades intrinsecas (FRADE et al.,2018; NUNES; SGUILLA; TEDESCO, 2004).

Para a avaliagdo do comportamento da CIAIPc em diferentes concentragcdes foi
realizada uma curva de calibracao do FS (Figura 12). As dilui¢des para a realizacao da leitura
foram feitas com base em uma solucdo estoque de concentragdo 1x10* mol/L do

fotossensibilizador, diluido em solucao alcodlica de DMSO.

Figura 12 - a) Curva de calibragdo ClAlPc, b) Fit linear da concentragdo x Absorbancia
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Fonte: O Autor

Nunes, Sguilla e Tedesco (2004) descreve o comportamento das ftalocianinas
como propenso a auto-agregacdo, o que pode levar a formagdo de dimeros (mondmeros
inativos do FS), que apresentam como uma das principais caracteristicas alteragdes no
espectro de absor¢do, o que ndo foi observado no estudo. A presenca de um dimero além de
significar alteracdes das propriedades espectroscopicas e fotodindmicas de uma solugdo,

acarreta também no aumento dos custos do tratamento, uma vez que sera necessaria maior
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quantidade do FS para obtencao das caracteristicas desejadas, pois em estado de agregacao o
fotossensibilizador perde seu potencial de atividade (LAN et al, 2019; MESQUITA et al,
2018; NUNES; SGUILLA; TEDESCO, 2004).

A linearidade de um método demonstra sua relacdo direta entre absorbancia e
concentragdo. Foi encontrado um valor satisfatério na faixa de concentragdo entre 0,1 ¢ 0,7
umol. L' (R? = 0,98934 — coeficiente de determinagdo r = 0,9946- coeficiente de correlagio),
apresentando a seguinte correlacdo linear Y = 0,49107 x [Concentragdo de CIAIPc (umol.L ")

1+0,22591.

5.5 Eficiéncia de Carregamento de CIAIPc no Sistema

Para o célculo da eficiéncia de carregamento de CIAIPc do sistema inicialmente foram
pesados 366,2 mg do xerogel, que permaneceu em contato com uma solu¢do Img.mL™!' de
ClAIPc por 48 h e ao final do periodo a amostra foi seca com o auxilio de um papel
absorvente e pesada novamente, obtendo-se o resultado de 480 mg.

Da amostra de xerogel - CIAIPc 35,2 mg foram utilizados para a realizacdo dos
estudos espectrométricos descritos no item acima, € a % EC foi calculada conforme a equagao
(2) do item 4.6. O valor encontrado para a % EC foi de 70 %, superior ao descrito por Bakravi
et al (2018), que obteve % EC de 64 % utilizando cefalexina com FS em metodologia de

sintese semelhante a realizada neste estudo.

5.6 Caracterizacio Térmica e Calorimétrica Do Xerogel

As analises térmicas (Figura 13) foram feitas a partir de uma amostra de xerogel.
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Figura 13 - Termograma de DSC e TGA da amostra de xerogel
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Fonte: O Autor

A andlise da curva de TGA aponta o primeiro evento de perda de massa com variagao
de 3 % na massa do sistema entre 30 e 150 °C, que diz respeito a perda de agua livre
adsorvida no xerogel. Um segundo evento entre 260 °C e 360 °C apresentou variacdo de
massa de aproximadamente 30 % e se relaciona a degradacdo das proteinas. O termograma
registra ainda um terceiro evento de perda de massa entre 510 °C e 628 °C, correspondente a
decomposic¢ao térmica do polimero (CORREIA et al, 2013; WANG et al, 2017a; ZHAO et al,
2020).

A curva correspondente ao DSC apresenta eventos exotérmicos, conforme o citado em
Zhao et al (2020). Sistemas hidrogel que apresentam gelatina em sua composicado podem
apresentar melhores niveis de estabilidade térmica de acordo com seu grau de reticulacao,
presenca de ligacdes covalentes e também de acordo com a configuragcdo das hélices triplas
presentes no sistema (CHEN et al, 2005; VARGHESE; CHELLAPPA; FATHIMA, 2014,
QIAO et al, 2018).

A temperatura de transicao vitrea (Figura 14) encontrada para a amostra localiza-se em
torno de 197,6°C, uma vez que nas proximidades superior ¢ inferior de temperatura a amostra
nao sofreu nenhum evento térmico, de acordo com a descrigdio de Subramanian e
Vijayakumar (2013), sendo também a regido onde inicia o declinio da curva correspondente

ao DSC conforme o citado em Mendieta-Taboada, Carvalho e Sobral (2008).
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Figura 14 - Temperatura de transi¢@o vitrea da amostra de xerogel
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Fonte: O Autor.

Em estudos com uma formulacao de hidrogel usando gelatina tipo B Xu et al (2020)
encontrou um valor de transi¢do vitrea de 104, 6 °C, diminuindo a medida que aumentava na
formulacao a quantidade do monomero ureido pirimidinona. A temperatura de transi¢ao vitrea
de um material pode sofrer alteracdes de acordo com variagdes em seus processos de
fabricagdo, como por exemplo o processo de reticulacao, e variagcdes da estrutura quimica do

polimero (CATALAN et al, 2019; LOPEZ-ANGULO et al, 2020; XU et al, 2020).

5.7 Analises Espectroscopicas no Infravermelho

A espectroscopia no infravermelho (Figura 15) foi utilizada para a comparagdo das
bandas correspondentes as ligagdes presentes nos materiais base do sistema de xerogel:
ClAlPc e gelatina, com as frequéncias resultantes das leituras das amostras finais de xerogel e

xerogel - CIAIPc.
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Figura 15 - Espectro de FTIR das amostras de CI1AIPc, gelatina, xerogel, xerogel - CIAIPc

100,00 —

T
T )

\ ™) v \n,
| /\f/\(“ VoY =

\‘. {\\ ,‘}
“- CIAIPC

Xerogel —CIAIPc

99,95
99,90 §
99,85
99,80
99,75

99,70 -

Transmitancia (% T)

99,65

99,60

——— Xerogel
99,55 Gelatina
99,50 T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de Onda (cm™)

Fonte: O autor

A comparacdo dos espectros do xerogel com os espetros presentes em Billiet et al
(2013) e Saraiva et al (2015) permitem a observagao das seguintes bandas correspondentes as
bandas da gelatina: ligagdo N-H (estiramento na regido dos 3300 cm™), ligacdo C=0O (regido
dos 1630 cm™), ligagdo C-H (uma banda estiramento na regido dos 1550 cm™), ligagdes N-H
e C-N (correspondentes ao estiramento ao redor dos 1200 cm™), C-O (regido dos 1000 cm™),
ligagdo O-H (regido 3400 cm™) .

Ja para a andlise da amostra de xerogel - CIAIPc a comparagdo deve ser feita com a
leitura das amostras de gelatina, descritas acima € com as amostras de CIAIPc. Os valores das
bandas referentes as ligagdes do FS em Peres et al (2016) e em Souza, Zamora e Zawadzki
(2010) sao os seguintes: ligagdo C=C (banda na regido dos 1200), ligagdo C=N (regido de
1100), ligacao N=AI (regido dos 1300) e ligacao Al-Cl (regidao dos 500).

O espectro FTIR do xerogel carregado com ClAlPc reflete as bandas de absorcao
caracteristicas de CIAIPc e gelatina sem novas bandas 6bvias, o que indica que a adsor¢ao de
ClAlPc na gelatina ¢ fisica, € ndo quimica. Os outros componentes do sistema como H>O,
DMSO e glutaraldeido apresentam bandas de ligagdo nas mesmas regides de leitura da

amostra, ndo sendo apresentados no grafico.
5.8 Teste de Exclusao e Viabilidade Celular por Azul de Tripan

O azul de tripan ¢ um corante de baixo custo amplamente disponivel usado para

distinguir entre tecidos vivos intactos e células mortas permeaveis e detritos (LEBEAU et al,
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2019). O hidrogel ndo foi toxico para o sistema celular, demonstrando a biocompatibilidade
do sistema desenvolvido. Os dados na Figura 16 mostraram que xerogel - CIAIPc ndo teve
efeito sobre a viabilidade celular sem exposicdo a luz e que a incorporacdo da ClAlIPc ao
hidrogel ndo causou fototoxicidade. Em células HeLa, TFD mediada por 0,5 mg.mL'!

hidrogel — C1AIPc mostrou uma diminui¢do na sobrevida proxima a 95 %.

Figura 16 - Viabilidade celular (Teste de exclusdo com azul de tripan)
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Fonte: O Autor

Zhong et al (2021) estudou o uso de hidrogéis macroporosos injetaveis carregado com
doxorrubicina (DOX), encontrando viabilidade celular das células 4T1 acima de 85 %,
indicando que o hidrogel ndo apresentou toxicidade Obvia para células sem irradiacdo do
laser. No entanto, a viabilidade celular diminuiu significativamente apos o tratamento com
laser. Esse resultado mostra uma alteragcdo particularmente significativa em alta concentragao,
ou seja, em 0,2 mg.mL!, onde a viabilidade celular do grupo hidrogel sem auxilio do laser foi
de 92,43 %, enquanto que para o grupo laser foi reduzido para 65,31 %, com diferenca
significativa (p < 0,05), sugerindo que o hidrogel tem um efeito fotodinamico nas células

(ZHONG et al, 2021).
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5.9 Localizacao Intracelular

O microscopio confocal utiliza um laser para excitar uma fina camada da amostra e
coleta somente a luz emitida pela camada de interesse, produzindo uma imagem nitida e sem
interferéncia das moléculas fluorescentes das camadas adjacentes (PAGANELLI et al, 2022).

A microscopia confocal foi realizada para sustentar a entrega do alvo e a absorgao
celular de hidrogel - C1AlPc.

Ap6s 1 h de incubagdo, ¢ possivel observar o acimulo do fotossensibilizador no
citoplasma (seta) e dentro do nucleo (ponta de seta) em ambas as concentragdes testadas

(Figura 17).

Figura 17 - Imagens de microscopia confocal das células Hela CCL-2 ap6s 1 h de incubagdo com
hidrogel - C1AIPc. Fluorescéncia azul: DAPI (marcagdo nuclear); Fluorescéncia vermelha: Imagens de
microscopia confocal das células Hela CCL-2 apos 1 h de incubagdo com hidrogel - C1AIPc.

DAPI Hidrogel = QVERLAP

0.1 mg.mL?

0.5 mg.mL?

Fonte: O Autor

Pelo uso da microscopia confocal € possivel observar a internaliza¢dao da ftalocianina
apos 1h de incubacdo a 37 °C, com o actimulo de FS no citoplasma (seta) e no interior do
nucleo (ponta de seta) em ambas as concentragdes testadas. Os resultados da microscopia
confocal indicam fortemente que o xerogel — CIAIPc foi absorvido por pelas células Hela
CCL-2. Przybylo et al (2016) mostraram que a protoporfirina IX encapsulada em lipossomas
pode ser prontamente internalizado em células HeLa. Furlani et al (2022) estudou um sistema
nanocompdosito injetavel baseado em um hidrogel termossensivel de quitosana combinado

com lipossomas para aplicagdes em medicina regenerativa por células HelLa, indicando que as
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células incubadas com lipossomas incorporados em hidrogéis termossensiveis exibem uma
maior absor¢ao pelas células em comparagcdo com células incubadas apenas com lipossomas

(FURLANI et al, 2022; PRZYBYLO et al, 2016).

5.10 Analise De Custos

Uma das maneiras de aplicagdao do sistema sintetizado ¢ a produgdo de curativos, de
modo que o sistema ja seja comercializado em por¢des prontas para a aplicacdo conjunta para
o tratamento com a TFD, sendo entdo destinado a comercializagdo restrita ao ambiente
hospitalar. A Tabela 3 contém a relagdo dos custos dos materiais base para o desenvolvimento

do sistema em questao.

Tabela 3 - Relag¢do de materiais utilizados na sintese e valores

Produto Quantidade Valor
Gelatina 100g R$ 421,00
Cloro Aluminio Ftalocianina g R$ 551,00
Glutaraldeido 10mL R$ 885,00
DMSO 1L R$ 801,00
Alcool etilico 1L RS 719,00
Agua deionizada 1L R$ 97,00

Fonte: Adaptado de Merck, 2022.

O valor total do investimento para a produgao do sistema ¢ de R$ 3.474, 00 e tendo em
vista que muitos dos materiais sdo comercializados em por¢des maiores que a utilizada, os
mesmos podem ser reaproveitados em outras sinteses, diluindo o valor investido com relacdo

a cada lote produzido.
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6 CONCLUSAO

Os sistemas a base de hidrogel tem recebido cada vez mais espago e destaque no
campo da biomedicina, da engenharia de tecidos e na nanotecnologia apresentando boas
caracteristicas mecanicas, de biocompatibilidade e de intumescimento, fatores que levam tais
sistemas a serem candidatos a aplicagdo como sistema de liberagdo modificada de compostos
bioativos.

O xerogel sintetizado via reticulagdo quimica se apresentou estavel durante o periodo
estudado. As imagens de MEV confirmaram a configuracdo em rede das cadeias do xerogel.
Os estudos espectroscopicos ndo apresentaram alteragdo de perfil da CIAIPc quando
carregada no xerogel, mantendo sua absor¢do mdxima dentro da janela terapéutica. A
eficiéncia de carregamento encontrada foi de 70 %. As andlises do grau de intumescimento
mostraram a eficiéncia do processo de secagem, aumentando a potencialidade do sistema no
que diz respeito a absor¢do e retencao do FS. Os espectros do infravermelho para as amostras
de xerogel - CIAIPc ndo apresentaram nenhuma nova banda, indicando que a adsor¢do do FS
¢ fisica. As curvas de TGA e DSC demonstram os eventos de perda de massa e temperatura
de transicdo vitrea correspondentes com o polimero formador do sistema. O estudo in vitro
mostrou que a ativagao induzida pela luz sobre o sistema hidrogel - CIAIPc ocasionou o efeito
fotodinamico nas células HeLa. A microscopia confocal de varredura a laser demonstrou
acumulo do hidrogel - CIAIPc no citoplasma e dentro do nicleo em ambas as concentragdes
testadas. Com base nos resultados obtidos, espera-se que o uso de xerogel — CIAIPc a base de
gelatina seja promissor adjuvante no tratamento de neoplasias com base na aplicacdo de
protocolos de TFD, contribuindo para o desenvolvimento cientifico e tecnologico da ciéncia

com potencial grau de inovacao e impacto na sociedade.
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7 PRODUCAO CIENTIFICA

A partir dos resultados obtidos durante o periodo do mestrado (2020 — 2022) foram
desenvolvidos e apresentados dois trabalhos: Hidrogel de gelatina encapsulado com cloro
aluminio ftalocianina para aplicacdo em terapia fotodindmica, apresentado II Congresso
Digital de Nanobiotecnologia e Bioengenharia (Il CDNB), organizado pela Embrapa e Sintese
e caracterizagao de hidrogel de gelatina para uso como sistema de liberacdo controlada,
apresentado no IV Workshop de Inova¢ao em Engenharia Biomédica, organizado pelo curso
de graduagdo e do Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia Biomédica do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia da UNIFESP. A partir de variagdes na concentragdo de gelatina
utilizada e sua avaliagdo por MEV e quanto a % GI foi desenvolvido o artigo técnico: Estudo
do efeito da concentracao de gelatina na morfologia e no grau de intumescimento do hidrogel,
submetido na revista Processos Quimicos € com os dados desta dissertacao foi produzido o
artigo académico: Synthesis and characterization of photosensitive gelatin-based hydrogels
for photodynamic therapy in HeLa-CCL2 cell line, submetido a revista Photodiagnosis and

Photodynamic Therapy.
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