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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A pesquisa desenvolvida neste trabalho engloba os Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS), com foco na ODS 3 (Boa Saude e Bem-estar). O impacto potencial desta
pesquisa tange diferentes areas, a saber: 1) Cientifica e Técnica: O desenvolvimento de um
novo sistema de liberagdo a partir de uma blenda polimérica pode auxiliar na melhoria ou na
otimizagdo de protocolos de tratamento nao s6 de neoplasias, como de outras doengas nao
oncologicas podendo contribuir para inovagao tecnoldgica na area de nanotecnologia e
engenharia biomédica. 2) Social: O trabalho contribui com o fortalecimento de tratamentos ja
disponiveis, ¢ no desenvolvimento de formula¢des para serem utilizados antes e apoés
procedimentos cirdrgicos buscando qualidade de vida aos pacientes. 3) Inovadora e
Econdomica: O sistema desenvolvido € proposto para o uso como tratamento alternativo de
gliosarcoma, ou para uso combinado com a cirurgia. Acarretando as diminui¢des de custos com
medicamentos e outros procedimentos hospitalares. 4) Educacional e Cultural: O surgimento
de diferentes formas de tratamento para neoplasias, como o gliosarcoma, pode abrir novos
campos de estudo e incentivar a produgdo de outros trabalhos derivados nesta tematica, bem
como impactar nos tratamentos ja existentes e na melhoria da qualidade de vida dos pacientes,
principalmente com o aumento na eficicia do tratamento, melhoria na adesdo do paciente e
redu¢do de efeitos colaterais indesejados. 5) Internacionalizacdo e Insercido Local: A
divulgacdo do trabalho em revistas académicas-cientificas internacionais promove a difusdo do
conhecimento enquanto fornece material de estudo e de melhoria tanto para o setor
industrial/produtivo quanto para o setor hospitalar podendo gerar aliangas estratégicas em saude
para estes setores. 6) Desenvolvimento Sustentavel: A ODS 3 (Boa Satde e Bem-estar) visa a
promoc¢ao de uma vida saudavel e do bem-estar para toda a populagdo, independentemente de
sua idade. Assegurar a saude e o bem-estar ¢ crucial para o desenvolvimento sustentavel, uma
vez que afeta diretamente a capacidade humana, a economia e a diminui¢ao da pobreza, sendo

indispensavel para que todos possam ter uma vida plena e produtiva.



POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The research developed in this work encompasses the Sustainable Development Goals
(SDGs), focusing on SDG 3 (Good Health and Well-being). The potential impact of this
research touches on different areas, namely: 1) Scientific and Technical: The development of
a new delivery system from a polymer blend can help improve or optimize treatment protocols
not only for neoplasms, but also for other non-oncological diseases, potentially contributing to
technological innovation in the area of nanotechnology and biomedical engineering. 2) Social:
The work contributes to strengthening already available treatments and developing
formulations to be used before and after surgical procedures, seeking to improve the quality of
life for patients. 3) Innovative and Economic: The developed system is proposed for use as
an alternative treatment for gliosarcoma, or for combined use with surgery, resulting in reduced
costs for medications and other hospital procedures. 4) Educational and Cultural: The
emergence of different forms of treatment for neoplasms, such as gliosarcoma, can open new
fields of study and encourage the production of other derivative works on this theme, as well
as impact existing treatments and improve the quality of life of patients, mainly with increased
treatment efficacy, improved patient adherence, and reduction of unwanted side effects. 5)
Internationalization and Local Insertion: The dissemination of work in international
academic-scientific journals promotes the diffusion of knowledge while providing study and
improvement material for both the industrial/productive sector and the hospital sector,
potentially generating strategic health alliances for these sectors. 6) Sustainable Development:
SDG 3 (Good Health and Well-being) aims to promote healthy lives and well-being for the
entire population, regardless of age. Ensuring health and well-being is crucial for sustainable
development, as it directly affects human capacity, the economy, and poverty reduction, being

indispensable for everyone to have a full and productive life.



RESUMO

A hidroxiapatita (HAp) ¢ uma ceramica que apresenta semelhangas com a estrutura Ossea
humana, biocompatibilidade e bioatividade, além de capacidade de remodelagdo (em
nanoescala). Os hidrogéis apresentam a propriedade de intumescimento, resultante de ligagdes
cruzadas estruturais do polimero (ou biopolimero). A combinagdo destes dois sistemas
configura uma alternativa de sistema de liberagdo controlada (Drug Delivery Systems — DDS),
promissor para o uso em tratamentos envolvendo a terapia fotodinamica (TFD). O objetivo do
trabalho foi a sintese de microesferas de hidroxiapatita (meHAp), o encapsulamento com Cloro
Aluminio Ftalocianina (CIAIPc), a sintese de um sistema hidrogel de alcool polivinilico
(PVA)/Gelatina e o encapsulamento com a ClAIPc e os derivados da meHAp. As
caracterizagoes realizadas foram: microscopia eletronica de Varredura (MEV), espectroscopia
no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia RAMAN, difratometria
de raios-X (DRX), espectroscopia no Uv-Visivel, Termogravimetria (TGA) e calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), grau de intumescimento (%GI) e estudos in vitro em culturas
de gliosarcoma e melanoma (apenas para o hidrogel). As formula¢des de meHAp apresentaram
formato esférico, bandas caracteristicas do sistema nas analises de FTIR e RAMAN. A técnica
de DRX permitiu a comparagao com fichas de HAp correspondentes. As meHAp apresentaram
comportamento térmico condizente com a literatura. Os estudos espectroscopicos nao
apontaram alteracdo no perfil espectral da ClAIPc quando encapsulada. As meHApCIAIPc
foram internalizadas pelas células de gliosarcoma 9L/lacZ e apresentaram reducdo da
viabilidade em mais de 98%. Os hidrogeis sintetizados apresentaram morfologia em rede
tridimensional, comportamento térmico condizente com a literatura, picos condizentes com o0s
componentes base no FTIR e grau de intumescimento médio de 5- 613%. Os resultados do UV-
Visivel confirmaram que nao houve alteracdo no perfil da CIAIPc quando encapsulada e
permitiram a avaliagdo do perfil de liberacao dos sistemas (45% - hidrogel meHApCIlAlPc e de
94% hidrogel CIAIPc). Nas células 9L/lacZ o hidrogel apresentou reducdo média de 97% na
viabilidade. Ja para a cultura de melanoma a redugdao média de 96%. Os resultados reiteram a
eficacia do sistema desenvolvido, destacando que a incorporacdo de microesferas de
hidroxiapatita no hidrogel permitiu uma reducdo de 20 vezes na concentragdo minima
necessaria do fotossensibilizador para alcangar o efeito fotodindmico desejado. Essa
potencializagdo da atividade antitumoral posiciona a formulacdo como uma alternativa
altamente eficiente e menos invasiva para o tratamento de linhagens neopléasicas. Com base nos
resultados obtidos espera-se que os sistemas sintetizados possam ser utilizados como modelo
para novos DDS e contribuam para o tratamento de diversas neoplasias, destacando o potencial
terapéutico, redugdo de toxicidade e inovagdo estrutural do sistema proposto.

Palavras-chave: Cloro aluminio Ftalocianina, Hidrogel, Hidroxiapatita, Microesferas, e
Terapia Fotodinamica.



ABSTRACT

Hydroxyapatite (HAp) is a ceramic that exhibits similarities to human bone structure,
biocompatibility, and bioactivity, as well as remodeling capacity (at the nanoscale). Hydrogels
exhibit swelling properties resulting from structural cross-links of the polymer (or biopolymer).
The combination of these two systems constitutes a promising alternative controlled drug
delivery system (DDS) for use in treatments involving photodynamic therapy (PDT). The
objective of this work was the synthesis of hydroxyapatite microspheres (meHAp),
encapsulation with Chloroaluminum Phthalocyanine (ClAlPc), the synthesis of a polyvinyl
alcohol (PVA)/gelatin hydrogel system, and encapsulation with CIAIPc and meHAp
derivatives. The characterizations performed were: Scanning Electron Microscopy (SEM),
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Raman Spectroscopy, X-ray Diffraction
(XRD), UV-Visible Spectroscopy, Thermogravimetry (TGA), and Differential Scanning
Calorimetry (DSC), degree of swelling (%GI), and in vitro studies in gliosarcoma and
melanoma cultures (only for the hydrogel). The meHAp formulations presented a spherical
shape and characteristic bands of the system in the FTIR and Raman analyses. The XRD
technique allowed comparison with corresponding HAp data sheets. The meHAp formulations
showed thermal behavior consistent with the literature. Spectroscopic studies did not indicate
any alteration in the spectral profile of CIAIPc when encapsulated. The meHApCIAIPc
formulations were internalized by 9L/lacZ gliosarcoma cells and showed a reduction in viability
of more than 98%. The synthesized hydrogels presented a three-dimensional network
morphology, thermal behavior consistent with the literature, peaks consistent with the base
components in FTIR, and an average swelling degree of 5-613%. UV-Vis results confirmed
that there was no alteration in the ClAIPc profile when encapsulated and allowed the evaluation
of the release profile of the systems (45% - meHApCIAIPc hydrogel and 94% ClAlPc
hydrogel). In 9L/lacZ cells, the hydrogel showed an average reduction of 97% in viability. For
melanoma culture, the average reduction was 96%. The results reiterate the efficacy of the
developed system, highlighting that the incorporation of hydroxyapatite microspheres into the
hydrogel allowed a 20-fold reduction in the minimum concentration of photosensitizer required
to achieve the desired photodynamic effect. This potentiation of antitumor activity positions the
formulation as a highly efficient and less invasive alternative for the treatment of neoplastic cell
lines. Based on the results obtained, it is expected that the synthesized systems can be used as
a basis for new DDS and contribute to the treatment of various neoplasms, highlighting the
therapeutic potential, reduced toxicity, and structural innovation of the proposed system.

Keywords: Chloroaluminum Phthalocyanine, Hydrogel, Hydroxyapatite, Microspheres, and
Photodynamic Therapy.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estrutura do fotossensibilizador Photoftrin®..............ccceeeiiieeciiieciie e, 23
Figura 2: Estrutura quimica do ALA .......ooiiiiiieieeeeeeee ettt 24
Figura 3: Protocolo de aplicagao TFD........ccooiiieiiiieiieceeeeeee e e 24
Figura 4: Diagrama de JablonsKi.........coceiiiriiiiiiniirieiieiecceee e 25
Figura 5: Estrutura molecular da CIAIPC .........ooooiiieiieeeeeeeeeeee e 27
Figura 6: Representacdo de um sistema hidro@el ..........c.ccooeeiiniiiiniiiniiniiieceee 30
Figura 7: Estrutura molecular da gelatina..............oooeoeiieiiiiiiiiniiee e 31
Figura 8: Estrutura molecular do 4lcool polivinilico.........cceevuerieriiriinieiinieneicceceee 31
Figura 9: Esquema representativo das modalidades de tratamento disponiveis e a proposta para

0 tratamento de EliOSATCOMA. ........cceeevieiieeiieiie ettt et ee b e seeeeaaens 33
Figura 10: Esquema representativo das modalidades de tratamento disponiveis e a proposta para

o tratamento de MEelanoma. .........c..coeeiririiiiiiiii e 35
Figura 11: Metodologia de sintese das microesferas de vaterita..........cccceeveeeiieniiieiieenieeienne 38
Figura 12: Metodologia de sintese das MEHAD ......cocvveiiiiiieiieeiieieeeeeee e 39
Figura 13: Metodologia de sintese MEeHAPCIAIPC .........ccooiiiiiiiiiieeeee e 39
Figura 14: Metodologia de sintese do hidrogel PVA/Gelatina...........cccccooeeeieiniiniiininnennnn. 40
Figura 15: Metodologia de sintese do hidrogel encapsulado ..........c.ccoceeverieninniniiniencnnne 41
Figura 16: Metodologia de cultivo das linhagens 9L/LacZ..........ccccoecveevoiiiiniieincieeiee e 45
Figura 17: Metodologia de preparo das células para o ensaio de internalizagdo celular.......... 47
Figura 18: Metodologia do protocolo de aplicacdo da TFD em células 9L//LacZ................... 48
Figura 19: Metodologia de anélise de viabilidade celular (9L/LacZ) .......cccccevevvievicnvenicnnnene 49
Figura 20: Metodologia de cultivo da linhagem (SK-MEL 28) ........cccccoevviiiniiiiiiieiiieeiee 50
Figura 21: Metodologia de preparo das células para o ensaio de internalizagado celular (SK-MEL

2 ) e h et h bt et eh e bt et h bbbt e bt et beentes 50
Figura 22: Metodologia do protocolo de aplicagdo da TFD em células SK-MEL 28.............. 51
Figura 23: Metodologia de analise de viabilidade celular (SK-MEL 28) ......cc.cccccevveniiniennene. 52
Figura 24: Micrografia obtida por MEV das microesferas de vaterita...........c.ccceeoeeeiueenienncee 53
Figura 25: Gréfico de didmetro hidrodindmico das microesferas de vaterita............c..ccuenee.e. 55
Figura 26: Micrografia obtida por MEV das microesferas de hidroxiapatita..............cccceeueeen. 56
Figura 27: Gréfico de didmetro hidrodindmico das microesferas de hidroxiapatita ................ 57
Figura 28: Espectro de FTIR das sinteses de vaterita € meHAD .......cccoeviiiiiiiiiniiiiinicne, 58
Figura 29: Espectro de FTIR das amostras de meHAp, meHApCIAIPc e CIAIPcEspectro de

FTIR das amostras de meHAp, meHApCIAIPc € CIAIPC.........coovvvieeiiiiiieeiee, 59

Figura 30: Termograma de TGA das amostras de vaterita ¢ mMeHAD .....cccoceevieveriinienennnne. 61



Figura 31: DSC das amostras de vaterita € MEHAD ......ccceeveriiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 62

Figura 32: DRX da amostra de Vaterita..........cceeeuieeiiieeiiieeiee et 63
Figura 33: DRX MEHAD ...viioiiieieeceeeeee ettt ettt ettt st e staeenbeesnaeenbeenaeas 63
Figura 34: Espectro Raman de Vaterita ..........c.ccecvveeeiiieciiiieeiie et 64
Figura 35: Espectro RAMAN das MEHAD.......cooviiiiieieeiteeeeeee et 65
Figura 36: Grafico de EDX da amostra de vaterita .............ccccveevciieeciieeniie e 67
Figura 37: Grafico de EDX da amostra de MmeHAD.........ccccieviieiiinieiiieieeeee e 68
Figura 38: EDX da amostra de mMeHAPCIAIPC........ccvvieiiiieiieeeeeeeeee e 69
Figura 39: Curva normalizada da CIAIPc livre e encapsulada............ccceevveeiienieniienieeieennen. 70

Figura 40: a) Curva de calibra¢do da CIAIPc, b) Linear Fit da concentracdo x absorbancia... 71

Figura 41: Imagem capturada com microscopio confocal de varredura mostrando o FS no
interior da célula de gliosarcoma, apds uma hora de incubacdo das meHApCIlAIPc

nas concentragdes de 250 pg.ml™t e 125 pgml™ .o 72
Figura 42: Impacto dos tratamentos na viabilidade de gliosarcoma 91/lacZ apds os tratamentos
no escuro ¢ irradiados utilizando as meHAPCIAIPC.........ccccveviieviieniiciieeieeieeee, 73
Figura 43: Micrografia obtida por MEV do hidrogel de PVA/Gelatina.........c..ccccecveneeiennene 74
Figura 44: Micrografia obtida por MEV do hidrogel CIAIPC ..........cccccoveviieviienieeieeieeeeee, 75
Figura 45: Micrografia obtida por MEV do hidrogel meHAD .......ccooviiiiiiiiiiiiiiiieieeeee 76
Figura 46: Micrografia obtida por MEV do hidrogel meHApCIAIPc.........cccccoviniiiniiniennn. 76
Figura 47: Espectro de FTIR das amostras do Hidrogel de PVA/Gelatina, da gelatina e do PVA
.................................................................................................................................. 77
Figura 48: Espectro de FTIR das amostras do Hidrogel de PVA/Gelatina, da CIAIPc e do
RIATOZEL CLAIPC ...ttt e e e e e e eareeen 79

A figura 49 evidencia o encapsulamento das meHAp no hidrogel, também via adsorcao fisica,
evidenciado pelo surgimento de bandas referentes ao Estiramento C-O (872cm™)
estiramento P-O (1029 cm™) e a flexdo P-O (511 cm™).Figura 49: Espectro de FTIR
das amostras do Hidrogel de PVA/Gelatina, da meHAp e do hidrogel meHAp ..... 79

Figura 50: Espectro de FTIR das amostras do Hidrogel de PVA/Gelatina, das meHAp ClAlPc

e do Hidrogel MeHAPCIAIPC .......cocooiiiiiiiiieeeee e 81
Figura 51: Termograma do hidrogel de PVA/Gelatina, da gelatina e do PVA ........................ 83
Figura 52: DSC do hidrogel de PVA/ Gelatina, da Gelatina e do PVA .........cccooiiiiniininene. 84
Figura 53: Gréfico de intumescimento da amostra de hidrogel liofilizado ............cccccceoceie. 85
Figura 54: Gréfico de intumescimento da amostra de hidrogel hidratado ............cc.ccccceeenee. 86
Figura 55: Espectro de Uv-Vis das amostras de hidrogel contendo CIAIPc...........ccccceeeenee. 88

Figura 56: Grafico de acompanhamento da libera¢do de CI1AIPc das amostras de hidrogel.... 90

Figura 57: Imagem capturada com micrdscopio confocal de varredura mostando o sistema
hidrogel no interior da célula de gliosarcoma, apds uma hora de incubagdo para as
duas amostras de hidrogel contendo CIAIPC .........cceevviieiiiieiiiieece e 91



Figura 58: Analise da viabilidade de gliossarcoma 24 horas apos a TFD. E apresentado o grafico
do grupo escuro e irradiado tanto com o FS — hidrogel, quanto do hidrogel vazio. As
diferengas estaticas foram obtidas pela andlise de variancia (ANOVA = p<0 e estdo
assinaladas com simbolos: (*# *) para comparagao dos grupos. ........c.ceceeeveeeevveennne 93

Figura 59: Imagem capturada com micréscopio confocal de varredura mostando o sistema
hidrogel no interior da célula de melanoma, apds uma hora de incubacgao para as duas
amostras de hidrogel contendo CIAIPC. ..........cccooviieiiiiciiiiieiee e 95

Figura 60: Viabilidade de células SK-MEL-28 apos tratamento com os compostos, avaliados
nas condi¢des escuro e irradiado. Os resultados sdo expressos como porcentagem de
viabilidade celular em relacdo ao grupo controle. As diferencas estdticas foram
obtidas pela andlise de variancia (ANOVA = p<0,05) e estdo assinaladas com
simbolos: (*) para comparagao dOS SIUPOS. ......cevuverruierieeriienieeieeneeeieeseeeeiee e 96



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Especificacdes das formulagdes utilizadas para o protocolo de internalizagdo celular

(ZIHOSATCOIMA) ...vviieeiiieeiiie et e ettt et e e et e et e et e e e saeeeaaeeesbeeessaeeenseeessseeessseeensneennnns 46
Tabela 2: Especifica¢des das formulagdes utilizadas para o protocolo de TFD ...................... 48
Tabela 3: Especificacdes das formulacdes utilizadas para o protocolo de internalizagdo celular

(MEIANOIMA) ...ttt e eta e e et e e e ta e e eareeesareeeetseeensneeeanns 51
Tabela 4: Atribuicdo de bandas do FTIR para vaterita...........cccceevveeevuieeeciieecie e 58
Tabela 5: Atribui¢ao de bandas do FTIR para MEHAD ........cceeviiiiiieiiieiieieeieee e 58
Tabela 6: Atribui¢do de bandas do FTIR para meHApCIAIPc e CIAIPc.........cceoeieiieniienenn. 60
Tabela 7: Atribuicdo das bandas do RAMAN Vaterita..........cccceeveeecuieeeineeeerie e 65
Tabela 8: Espectro RAMAN das MEHAD ....ccuvvieiieeiieeeeeeeeeeee et 66
Tabela 9: EDX da amostra de Vaterita..........ccoveeruieierieniieieiierieeieeee et 66
Tabela 10: EDX da amostra de MEHAD ......cooviieiiieeieeceeeeeee e 67
Tabela 11: EDX da amostra de MeHAPCIAIPC .........oooieiiiiiiiiiecieeeceee e 68
Tabela 12: Atribuig¢do de bandas de FTIR para as amostras de gelatina, PVA e hidrogel de PVA

€ GRIALINA ...ovviiiiieiie ettt et e e b e e ta e et e e abeenbeesseeensaens 78
Tabela 13: Atribui¢des de bandas de FTIR para as amostras de hidrogel encapsuladas.......... 82

Tabela 14:% GI médio do Hidrogel PVA/Gelatina..........cccooovveviiieeiiiiinieeciiecee e 86



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

10,- oxigénio singleto

30»- estado triplete

ALA - Acido 5-aminolevulinico

ANOVA - Andlise de variancia (formula estatistica)

ATR - Tecnologia de refletancia total atenuada

CIAlIPc — Cloro Aluminio Ftalocianina

DAPI — 4,6-diamidino-2-fenilindol, dicloridrato

DDS — Sistemas de liberagdo modificada (Drug Delivery Systems)
DLS- Espalhamento Dinamico da Luz

DMEM - Dulbecco ’sModifiedEagle ’sMedium (meio de cultura celular)
DSC — Calorimetria Exploratéria Diferencial

EE — Eficiéncia de Encapsulamento

EEmeHApCIAIPc- Eficiéncia de Encapsulamento das meHapCIAIPc
EEh- Eficiéncia de Encapsulamento das amostras de hidrogel

FBS - Soro bovino fetal certificado

FS - Fotossensibilizadores

FTIR - Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
GI — Grau de Intumescimento

HAp — Hidroxiapatita

meHAP — Microesferas de hidroxiapatita

meHAPCIAIPc — Microesferas de hidroxiapatita encapsuladas com a Cloro Aluminio
Ftalocianina

MEYV — Microscopia Eletronica de Varredura

PBS - Tampao fosfato-salino

PSS - Poli (4-estireno sulfonato de sodio)

PVA — Alcool Polivinilico

PV Ac- poli acetato de vinila

ROS - Espécies reativas de oxigénio

TFD - Terapia Fotodindmica

TGA — Termogravimetria



2.2
2.3
24
2.5
2.6
2.6.1
2.6.2
3

3.1
3.2

4

4.1
4.2
4.2.1
4.2.2
4.2.3
4.2.4
4.2.5
4.2.6
4.2.7
4.2.8
4.2.9
4.2.10
4.2.11
4.2.12
4.2.13
4.2.14
4.2.15

SUMARIO

INTRODUGAQ .....ceeererernereressesesssesessesessssessssessssssessssessssssessssssssessesssssssssssesssessesns 21
REVISAO DE LITERATURA .....cuoveeerreeereresesssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssessesns 23
TERAPIA FOTODINAMICA: LINHA DO TEMPO E MECANISMOS DE
Y- X 07X 0 23
FOTOSSENSIBILIZADORES .....coouiiiiiinntinsneinnensnnsssesssnssssesssassssessssssssssssaess 26
SISTEMAS DE LIBERACAO MODIFICADA .......ccoeovreeerreresnesesessesesssssessesessses 28
MATERIAIS CERAMICOS: VATERITA E HIDROXIAPATITA.................... 29
MATERIAIS POLIMERICOS: HIDROGEL 30
CANCER . cc..cuctrctiscsssssssssssssssssssssssssssssssssssmssssssssssssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssses 32
GliOSSATCOMA..cuueieciuericrnrinsnrensnticsstessssiessssnesssssessssessssseessssnsssssesssssessssssssssssssssassssses 32
MElaAnOmMA....ccueeiieicreiiiiiistinneiistnisssesssecsssesssessssesssessssssssesssssssssssssssssassssssssassssssssassnns 34
OBIETIVOS cuuiiiiitiiiinninnnisnsiensisssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssesssssssssssss 35
OBJETIVO GERAL 35
OBJETIVOS ESPECIFICOS ...coueumreuneenneenssensscessessssesssssssssssssssssssssssssssssssses 35
MATERIAIS E METODOS........coevueresressessessesssssessssssssssssessssssessessessessessessssasseses 36
MATERIALS ..ccciiitiiiinntinnnissniessisssisssissssessssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssss 37
METODOS. oo tuuernnensacnsssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 37
Sintese das microesferas de Vaterita .........icevveeccvsencssencssseecssnncsssencssssscssssecssssees 37
Sintese das microesferas de hidroxiapatita (MeHAP) ....ccceverevvuercrrnicscnrrcssnrscsances 38
Sintese do hidrogel .39
Microscopia eletronica de varredura (MEV) 41
Espalhamento dindmico da luz (DLS) .41
Espectroscopia Raman 42
Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDX) 42
Espectroscopia no Ultravioleta Visivel (UV-VIS).......cecevrrvrrerrerreseesressessessesssesees 42
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR).......... 42
Difratometria de Raios-X (DRX) ...cccoviierviicssnnicssnnicssnnccssnncssnncssasncssssncsssssssssssssanes 43
Termogravimetria (TGA) e Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) ....... 43
Avaliacio do grau de intumescimento (GI) 43
Eficiéncia de encapsulamento (% EE) .....ccoiivnviiniviinsvnncnssnncssencssnscsssnscssnnssssans 43
Estudo de liberacao de FS 44
Estudos in vitro utilizando linhagem de gliosarcoma............ccceveecvvuercssnercssnnscsnnns 45

4.2.15.1 cultura de linhagem de gliosarcoma 9L/lacZ 45




4.2.15.2 Diluicado das formulacoes

4.2.15.3 Internalizacdo celular

4.2.15.4 Terapia fotodindmica

4.2.15.5 Analise de viabilidade celular pelo método de exclusdo do azul de Tripan.............

4.2.16 [Estudos in vitro utilizando linhagens de melanoma ...........ccceeverevvercscnercscnnrcsanns

4.2.16.1 Cultura de linhagem de MelaANOMA.........aueecnneaeeroossnereoosssansiosssssssossssssssssssssssssssssssns

4.2.16.2 Internalizacdo celular

4.2.16.3 Terapia Fotodinamica
4.2.16.4 Andlise de viabilidade celular pelo método de exclusdo do azul de Tripan ............
4.2.17 Analise eStatiStiCa ....ccceeveerveiiiuiiisiisinsseinsinsiissninseissnisssissstessssssssssssssssessssssssessssns
5 RESULTADOS E DISCUSSAQ ...cuouinciniinsisnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns
5.1 VATERITA E HIDROXIAPATITA ....ucooviiiiininiinsnicnnissnnssnsssssssssssssssessssssssssans

5.1.1 Caracterizacdo morfologica e de tamanho

5.1.2  Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)..........

5.1.3 Termogravimetria (TGA)

5.14  Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)
5.1.5 Difracio de raios X (DRX)

5.1.6  Espectroscopia Raman

5.1.7 Espectroscopia por energia dispersiva (EDX)

5.1.8 Estudos espectroscopicos no ultravioleta visivel ........ccoceeeverccrericsercssercssnnncsnnns
5.1.9 Internalizacio do FS

5.1.10 Analise da viabilidade celular pelo método de exclusio com azul de tripan ......
5.2 HIDROGEL PVA/ GELATINA ...couiiiiiiinieninsnnsnnssenssessassssssssssssssssssessassssssssssaess

5.2.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

5.2.2  Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)............

5.2.3 Termogravimetria (TGA)

5.2.4  Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)
5.2.5 Grau de intumescimento (Y0 GI) ...cicvvercrsnicsrnicssanicssanisssancssnnssssnssssssssssssssssssssnns

5.2.6  Estudos espectroscopicos no ultravioleta visivel (UV-VIS)
5.2.7  Estudo de liberacio do hidrogel........ciiinivveeiiciiseniccsssnnnicssssnnnesssssssscsssssssesssnnses

5.2.8  Estudos in vitro em cepas de gliosarcoma

5.2.8.1  InterRAlIZACAO COIUIAF ..aa.nnnnnnaneonnneneeonnnnsienscnnesicsssassesssssssscsssssssssssssssssssssssssssssnnane

5.2.8.2 Amnadlise da viabilidade celular com teste de exclusdo com azul de tripan................

5.2.9  Estudos in vitro em cepas de Melanoma ..........ccceecveeiccscsnnnicssssnsnessssssssssssssssssssnssss

5.2.9.1 Internalizacdo celular

45
46
47
48
49
49
50
51
52
52
53
53
53
57
60
61
62
64
66
69
71

74
74
77
83
84
85

.88

89
91
91

94
94



5.2.9.2 Analise da viabilidade celular com teste de exclusdo com azul de tripan................ 96

6
7

CONCLUSAOQ ..eeeeeeeererensresssssessssesssssesssssssssssssssssesssssssssssessssssessssesssssssssssssssesns 99
PRODUCAO ACADEMIC A ....oucureererrerererncressesesessessssessessssesssessessssessssessesssseses 100
REFERENCIAS ..cvvveeteereesessesseasesssssssssssessessessessessessessesssssssssssssessessessessessesseses 101
ANEXO A: CERTIFICADO DE APRESENTACAO DO III CDNB............... 126
ANEXO B: CERTIFICADO DE APRESENTACAO DO IV CDNB............... 126
ANEXO C: CERTIFICADO DE APRESENTACAO DO V CDNB.............. 127
ANEXO D: CERTIFICADO DE APRESENTACAO DO VI CDNB................ 127
ANEXO E: CERTIFICADO DE APRESENTACAO DO I SEBVAP.............. 128
ANEXO F: CERTIFICADO DE APRESENTACAO DO II SEBVAP............. 128
ANEXO G: CERTIFICADO DE TRABALHO PREMIADO II SEBVAP.......129
ANEXO H: CERTIFICADO DE APRESENTACAO III SEBVAP ................ 129
ANEXO I: CERTIFICADO DE TRABALHO PREMIADO III SEBVAP.......130
ANEXO J: CERTIFICADO DE APRESENTACAO IV SEBVAP.................. 130

ANEXO K: CERTIFICADO DE APRESENTACAO 2° CONGRESSO
CIENTIFICO TECNOLOGICO, REALIZADO DURANTE O 3° SCIENCE &
BUSINESS CONNECTION ...cuuiininnieninsrensnessnnssnssansssessnsssessassssssassssssssssssssassssssas 131

ANEXO L: PUBLICACAO DO PRIMEIRO ARTIGO ACADEMICO
REFERENTE A TESE 131

ANEXO M: PUBLICACAO DE ARTIGO TECNICO REFERENTE A TESE ...
................................ 132

ANEXO N: PRODUCAO ACADEMICA 133




1 INTRODUCAO

A Terapia Fotodinamica (TFD) ¢ aplicada no tratamento de diversas neoplasias e
doencas nao oncologicas, apresentando caracteristicas favoraveis quando comparada com
tratamentos convencionais destacando a seletividade e a minimizacao de efeitos colaterais. A
técnica tem como base a combina¢ao de trés pilares: luz em comprimento de onda adequado, a
presenca de um fotossensibilizador (FS) e a presenca do oxigénio molecular (Huang et al.,
2021; Santos et al., 2019; Pham et al., 2021).

Os FS sao moléculas capazes de absorver fotons e transitarem de seu estado fundamental
para o estado excitado, culminando em um evento de liberagdo de energia que leva a formagao
de espécies reativas de oxigénio (ROS), de acordo com o mecanismo de a¢do da TFD. A
literatura relata uma ampla gama de moléculas usadas como FS, como o azul de metileno e as
inimeras variagoes de ftalocianinas (Escudero ef al., 2021; Lan et al., 2019).

As ftalocianinas constituem uma classe de FS’s que apresentam maxima absor¢ao de
luz entre 600 e 800nm sendo aplicadas em protocolos de TFD. A Cloro Aluminio Ftalocianina
(CIAIPc) ¢ conhecida na literatura por nao apresentar perdas em suas propriedades fotoquimicas
e fotofisicas quando associada a um sistema de liberagcdo modificada, possui agdo
antimicrobiana e antineoplasica, além de apresentar absorcao de luz na regido de 600nm, onde
a penetracdo de luz no tecido € maximizada sem a interferéncia de croméforos enddgenos
(CANGUSSU, L. M. B et al., 2022; Santos, et al., 2020; Silva et al., 2020).

Na tentativa de possibilitar a entrega direta de FS’s no local do tumor e a entrega de
ativos em locais incompativeis com a natureza da molécula surgiram os sistemas de liberagdo
modificada (Drug Delivery Systems - DDS), como por exemplo: nanoparticulas, lipossomas,
microparticulas, sistemas hidrogel etc. (Edis ef al., 2021; Lengyel et al., 2019).

A finalidade do DDS ¢ direcionar a entrega do FS, mantendo a taxa de liberacao,
proporcionando a entrega localizada do ativo mesmo em locais adversos ao mesmo e reduzir
os efeitos colaterais causados pelo tratamento (Pushpamalar ef al., 2021).

A organizacdo dos polimeros em rede tridimensional formando um sistema hidrogel
permite que a capacidade de intumescimento destes sistemas seja explorada, beneficiando o seu
uso como DDS. No entanto, a aplicacdo destes sistemas também abrange a producao de
curativos, produtos de higiene, lentes de contato e enxertos (Cascone; Lamberti, 2020; Dreiss,
2020; Nele et al., 2020).

As caracteristicas mecanicas dos hidrogéis sdo dependentes da composi¢do dos mesmos

e dos processos de reticulacao, que pode ser fisica (proveniente de ligacdes iOnicas, resultando



em composi¢des de baixa resisténcia mecanica) ou quimica (proveniente de ligagdes
covalentes, resultando em composicdes de alta resisténcia) (Cao et al., 2021; Jiang et al., 2020;
Nele et al., 2020).

O avanco cientifico e académico na area de nanotecnologia contribui para melhorias em
diversas areas como a medicina, possibilitando a ascensdo e a implementacdo de novos
tratamentos para diversas doengas como o cancer. Muitos materiais tanto poliméricos quanto
ceramicos vém sendo utilizados como veiculo para entrega de FS em protocolos de TFD
(Kwiatkowski et al., 2018; Sahu et al., 2021).

A hidroxiapatita (HAp) é uma cerdmica similar a estrutura dssea humana, o que confere
ao material a propriedade de biocompatibilidade. A HAp ¢ atoxica e inerte quando em contato
com tecido. Formulagdes a base de hidroxiapatita vem sendo utilizadas como DDS devida a sua
capacidade de adsor¢do e permeabilidade, alguns estudos trabalham com a formulagdo de
sistemas pH responsivos (Lima et al., 2022; Zhang et al., 2021).

A jungdo da HAp e de um sistema hidrogel pode evitar a degradacdo do sistema
cerdmico durante o transporte do DDS no organismo, e possibilitar melhoras na resisténcia
mecanica do sistema hidrogel, bem como fornecer ao mesmo a capacidade de resposta a
estimulos externos, potencializando as propriedades de cada um dos sistemas (Nunes et al.,
2022).

O desenvolvimento de novas formulagdes biomédicas e novas alternativas de tratamento
para neoplasias visa contribuir para a ODS 3 (Boa Saude e Bem-estar), que visa promover a
sade para todos, refletindo também em outros setores como econdmico, industrial e
educacional.

Com base no exposto acima, o objetivo do trabalho foi desenvolver microesferas de
hidroxiapatita (meHAp) encapsuladas com ClAIPc e um sistema hidrogel, para futura aplicacao
combinada como DDS em TFD, unindo as caracteristicas favoraveis do contato da HAp com o
organismo e o potencial de tratamento da CIAIPc em uma nova alternativa de tratamentos,

contribuindo para o avanco da nanotecnologia nesta area.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 TERAPIA FOTODINAMICA: LINHA DO TEMPO E MECANISMOS DE ACAO

Desde a antiguidade os povos egipcios e chineses utilizavam a exposi¢ao ao sol como
forma de tratar doencas de pele como o vitiligo. O médico grego Herddoto também se utilizava
do recurso solar para o restabelecimento de pacientes. Ja em 1903, Niels Finsen foi agraciado
com um prémio Nobel de fisiologia por suas descobertas envolvendo a luz como forma de
tratamento para lupus vulgaris (Correia et al., 2021).

Em 1900, Oscar Raab e H. Von Tappeiner obtiveram a morte celular de protozoarios
utilizando a combinagdo de luz com o corante vermelho de acridina. Em 1904, H. Von
Tappeiner e A. Jodlbauer concluiram que o oxigénio, juntamente com a luz e um corante eram
fundamentais para o evento de morte celular ¢ o fendmeno conhecido como “Efeito
fotodindmico” (Correia et al., 2021).

O primeiro FS comercializado e utilizado inicialmente para testes in vivo com animais
e posteriormente empregado para tratamento de cancer de pulmao foi o Photofrin® (Figura 1),
um derivado da Hematoporfirina que marcou uma classe de materiais conhecidos como FS de
primeira geragdo. Tais compostos, no entanto, apresentaram algumas limitagcdes, como
fotossensibilidade prolongada e absorcao de luz em curto comprimento de onda (Dobson;

Queiroz; Golding, 2018).

Figura 1: Estrutura do fotossensibilizador Photofrin®.
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Fonte: Gomes, Neves ¢ Caval (2018).
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A segunda geragdo de FS foi desenvolvida com o objetivo de potencializar as formas de
tratamento ja existentes e preencher as lacunas de atuacdo deixadas pelos FS de primeira
geragdao. Um exemplo dessa classe de moléculas € o acido 5 - aminolevulinico (ALA, Figura 2)

(Dobson, Queiroz; Golding., 2018).

Figura 2: Estrutura quimica do ALA

H-oN
OH

@)

Fonte: Dobson, Queiroz e Golding (2018)

O protocolo de aplicagdo da TFD (Figura 3) tem inicio com a administracao do FS,
seguido por um tempo de espera (tempo de delay) para que o FS se acumule ao redor do tumor
a ser tratado. Em seguida, a regido ¢ irradiada com uma fonte de luz em comprimento de onda
adequado, iniciando as reagdes necessarias para a formacdo das espécies reativas de oxigénio
que ocasionam a morte celular do tecido lesionado. A fonte de luz deve ser escolhida com base
no FS aplicado no tratamento e da localizagcao do tumor (Chen et al., 2020; Mazzilli et al., 2020;

Santos et al., 2019).

Figura 3: Protocolo de aplicagdo TFD.
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A dosimetria da TFD em cada caso deve ser planejada de acordo com os seguintes
critérios: FS a ser utilizado, localizagdo do tumor, fonte de luz disponivel, tempo de delay,
geragao de ROS, dificuldade de informagdes acerca do funcionamento do FS in vivo etc. A
oxigenacao do tecido onde ocorre a TFD ¢ fundamental para a ocorréncia das reagdes que levam
a morte celular do tumor alvo e caso seja necessaria pode ser realizada a oxigenagao do tecido
de forma direta (uso de transportadores de O) e indireta (uso da enzima catalase) (Algorri et
al.,2021; Correia et al., 2021).

Apos a irradiagdo, os fotons presentes no FS (inicialmente em seu estado fundamental)
passam para o estado singlete excitado, de onde podem emitir energia por fluorescéncia e
retornarem ao seu estado fundamental ou sofrerem um cruzamento intersistema (inversao de
spin) e passarem para o estado triplete excitado. A partir deste estado podem acontecer dois
tipos de reagdes, conhecidas como reagdes do tipo I e reagdes do tipo II (Chen et al., 2020;
Kwiatkowski ef al., 2018). O diagrama de Jablonski (Figura 4) ilustra os estados energéticos de

um FS e as transi¢des energéticas entre 0s mesmos.

Figura 4: Diagrama de Jablonski
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Fonte: Adaptado de Wu e colaboradores (2022).

No mecanismo do tipo I o retorno do elétron do seu estado singlete excitado
(caracterizado por apresentar um curto tempo de meia vida, da ordem de psegundos) para o
estado fundamental, ocorre por transferéncia de elétrons para as biomoléculas presentes no
organismo, levando a formacao de radicais e de uma pequena quantidade de espécies reativas

de oxigénio (Chen et al., 2020; Kwiatkowski et al., 2018).
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J4 no mecanismo de ag@o do tipo II, os elétrons no estado singlete excitado sofrem um
cruzamento intersistema e vao para o estado triplete excitado (onde apresentam maior periodo
de meia vida, da ordem de nanosegundos), podendo retornar ao seu estado fundamental por
fosforecéncia ou liberagao de energia, que sera transferida ao oxigénio molecular, levando a
formacio de ROS como o oxigénio singleto ('O2), principal responsavel pela morte celular no
protocolo da TFD (Chen et al., 2020).

A transferéncia de energia para produzir 'O, (tipo II) compete com a transferéncia de
elétrons (tipo I), e acredita-se que a maioria dos FS’s geram 'O, e radicais. Como a
transferéncia de energia para estado triplete (*02) ocorre em uma taxa mais alta do que a
transferéncia de elétrons, !0, é mais reativo do que as espécies radicalares, sendo o oxigénio
singleto considerado a principal espécie prejudicial na TFD (Benov, 2015; Edge; Truscott,
2021).

A aplicagdo clinica da TFD teve inicio em 1970 para tratamentos de cancer de bexiga,
no entanto, com o avango dos estudos e das tecnologias hoje ja se estende para uma infinidade
de outros tumores malignos, aplicagdes envolvendo infecgdes bacterianas na area da
odontologia e auxiliando em tratamentos de cicatriza¢do de feridas (Niculescu; Grumezescu,
2021).

Quando comparada as outras abordagens de tratamento a TFD apresenta vantagens
como: possibilidade de repeticdo da aplicacdo (ao contrario da radioterapia, por exemplo),
seletividade de acimulo do FS apenas na regido alvo e auséncia de efeitos colaterais (ao
contrario dos protocolos de quimioterapia e radioterapia). No entanto a TFD pode ser limitada
pela oxigenagdo do tecido a ser tratado e no caso de tumores com altos niveis de metastase se
mostra ineficiente uma vez que a reagdo de formacdo de ROS ocorre apenas no alvo do

tratamento (Correia et al., 2021; Niculescu; Grumezescu,, 2021).

2.2 FOTOSSENSIBILIZADORES

A presencga de um FS ¢ vital para a ocorréncia das reagdes fotoquimicas necessarias a
TFD. No entanto, existem algumas caracteristicas desejaveis para que um composto seja
considerado um FS ideal, como por exemplo: estabilidade, maxima absorc¢ao de luz entre 600
e 800nm, baixa citotoxicidade na auséncia de luz, seletividade, etc (Mokwena et al., 2018;

Kwiatkowski et al., 2018).
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Os FS podem ser classificados de acordo com a sua obtengdo como sintéticos ou
naturais, sendo o azul de metileno um dos representantes da classe dos FS sintéticos e a
curcumina uma representante da classe dos FS naturais (Ghorbani et al., 2018).

A primeira geracao de FS ficou conhecida pelo uso e aprovacao do Photofrin®, no
entanto o medicamento apresentou baixos niveis tanto de penetragdo na pele quanto de absor¢ao
de luz. A tentativa de melhorar as caracteristicas dos FS de primeira geracdo deu origem a
segunda geragdo, constituida de clorinas e porfirinas (Mokwena et al., 2018).

As ftalocianinas sao componentes da segunda geracao de FS, classe que ¢ caracterizada
por propriedades como: maior formagao de oxigénio singleto e absor¢do de luz na faixa entre
600 e 800nm, regido que também possibilita maior penetragdo de luz no tecido, no entanto sao
moléculas com tendéncia de se aglomerarem em meio aquoso (Kwiatkowski et al., 2018).

A Cloro Aluminio Ftalocianina (CIAIPc — Figura 5) ¢ um composto pertencente a
segunda geracdo de FS, muito utilizada em tratamentos envolvendo a TFD por apresentar
caracteristicas como: alta capacidade de geracdo de oxigénio singleto, penetragdo seletiva no
tecido, absorcao de luz na regido do vermelho do espectro e baixa toxicidade no escuro (Jayme

etal., 2018).

Figura 5: Estrutura molecular da C1A1Pc
Cl

Fonte: Carvalho e colaboradores (2018).

A terceira geracdo de FS ¢ marcada pela associacdo de um FS com um direcionador,
que pode ser um aminoéacido ou até mesmo um sistema de encapsulamento, como um lipossoma

ou nanoparticula. A associacdo de um FS com uma nanoestrutura auxilia no direcionamento do
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tratamento, taxa de entrega constante, diminui¢@o da toxicidade e melhor solubilidade dos FS

escolhidos (Mfouo-Tynga et al., 2021; Niculescu; Grumezescu, 2021).

2.3 SISTEMAS DE LIBERACAO MODIFICADA

Os sistemas de liberagdo modificada (DDS) atuam como carreadores de principio ativo,
possibilitando a entrega de ativos em locais onde a entrega via tradicional ¢ insuficiente, além
de possibilitarem dosagem e frequéncia de liberagao (Saghazadeh et al., 2018).

A forma com que um DDS entrega o FS no alvo do tratamento se divide em dois grupos:
ativa e passiva. Na liberagdo ativa o processo ocorre em resposta a estimulos do ambiente, como
por exemplo, uma altera¢do no pH e na liberacdo passiva a entrega do FS ocorre naturalmente
pelo processo de difusdo do FS através da matriz do DDS (Saghazadeh et al., 2018).

A variedade de DDS ¢ grande e o uso depende do local, tipo de tratamento escolhido e
do FS utilizado, dentre as classes podem - se citar: nanoparticulas poliméricas, lipossomas,
micelas e nanoparticulas inorganicas (Patra et al., 2018).

Os nanomateriais usados como DDS se dividem em trés grandes grupos, sendo o
primeiro deles composto de materiais com superficies quimicamente simples como por
exemplo, nanoparticulas poliméricas ou metalicas, o segundo com superficie quimica mais
complexa, tal como nanoparticulas modificadas com adi¢ao de um polieletrolito, apresentando
também maior estabilidade e a terceira composta por materiais responsivos, também chamados
de materiais inteligentes, como nanoparticulas funcionalizadas com marcadores especificos
para o tumor a ser tratado (Mondal; Dorozhkin; Pal, 2018).

O tamanho reduzido das formulagdes e a capacidade de transporte de ativos biologicos
sdo pontos favoraveis oferecidos pela nanotecnologia, no que diz respeito a introdugdo de novas
formas de tratamento, ou a potencializacdo do efeito causado por técnicas ja existentes (Dong
etal., 2021).

O emprego de materiais inorganicos esbarra na biocompatibilidade dos mesmos, na
dificuldade de sintese de estruturas ocas (que possibilitem o encapsulamento) e o tamanho, no
entanto, estruturas com menos de 200nm vem sendo estudadas e utilizadas para inimeras
aplicagcdes. No que diz respeito a morfologia, particulas esféricas apresentam bom fluxo na
corrente sanguinea, enquanto bastonetes permanecem mais tempo na corrente sanguinea
(Mondal; Dorozhkin; Pal, 2019).

No caso de polimeros como hidrogel, a liberagdo ocorre a partir do processo de

intumescimento, onde a presenga de agua leva ao processo de expansao da cadeia e consequente
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ruptura das mesmas. O grau de intumescimento de um polimero ¢ relacionado com a

hidrofilicidade do mesmo e densidade das liga¢des cruzadas (Kashkooli; Soltani; Souri, 2020).

2.4 MATERIAIS CERAMICOS: VATERITA E HIDROXIAPATITA

O carbonato de célcio (CaCOs3) ¢ um mineral que apresenta trés formas cristalinas:
aragonita, calcita e vaterita, além de duas formas cristalinas hidratadas: ikaita e
monohidrocalcita. O CaCO;3 apresenta inimeras propriedades como: biodegradabilidade,
biocompatibilitade, sintese de baixo custo ¢ alta area superficial das particulas formadas. Assim
como seus polimorfos, 0 CaCO3 pode ser empregado em diversas areas como odontologia,
engenharia biomédica, etc (Zafar et al., 2022; Ferreira; Vikulina; Volodkin, 2020).

A vaterita ¢ o polimorfo menos estavel do carbonato de calcio (em comparagdao com
aragonita e calcita), apresenta morfologia esférica e porosa, biodegradabilidade,
biocompatibilidade, area superficial elevada e capacidade de carregamento (Ferreira et al.,
2023; Gusliakova et al., 2021).

Devido ao fato de ser o polimorfo menos estavel a vaterita deve ter a sintese realizada
em condi¢cdes especificas de co-precipitacdo, com controle de pH, controle da quantidade de
ions Ca** em solucdo, temperatura e tempo de reag¢io (Carballo-Meilan et al., 2022).

A hidroxiapatita (HAp) apresenta semelhanga com a estrutura 6ssea humana, além de
propriedades como: biocompatibilidade, atoxicidade e osteointegragdo, aspectos que permitem
o emprego do material como constituinte de um DDS. A HAp também apresenta
compatibilidade com materiais poliméricos, o que proporciona o seu emprego na fabricacao de
um material composito, por exemplo. De acordo com Dong e colaboradores (2021)
nanoparticulas de HAp apresentam potencial de inibi¢do para células cancerigenas,
configurando uma alternativa de tratamento (Dong ef al., 2021; Jariya et al., 2021; Zaffarin et
al.,2021; Han et al., 2021; Mohd Pu'ad et al., 2020).

O tipo de sintese da HAp determina o tamanho das particulas e a morfologia das
mesmas, o que impacta diretamente no tipo de aplica¢do desejada para o material, que ¢ variavel
entre: preenchimento dsseo, revestimento de implantes e o uso como DDS. A sintese da HAp
pode ser feita em trés vias: alta temperatura, imida e seca (Mohd Pu'ad et al., 2020;
Sathiyavimal ef al., 2020)

A via de sintese seca tem como principio a mistura dos ions célcio e fosfato para a

producdo da HAp, a via imida trata do uso de uma solucdo durante a sintese, ja a via de alta
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temperatura utiliza o calor para a decomposi¢do dos materiais componentes do sistema (Mohd
Pu'ad et al., 2020; Sathiyavimal et al., 2020).

O método hidrotérmico tem como bases a alta temperatura e a pressao para a formagao
dos cristais a partir das solu¢des de fosfato e de calcio. O ambiente formado dentro de uma
autoclave, favorece a reatividade e a formacdo dos cristais de HAp (Biedrzycka et al., 2021;

Mohd Pu'ad et al., 2020).
2.5 MATERIAIS POLIMERICOS: HIDROGEL

Um sistema hidrogel ¢ caracterizado por sua morfologia em rede tridimensional (Figura
6) ¢ a sua capacidade de absorver e reter solventes, propriedade conhecida como
intumescimento. A classificagdo destes materiais quanto ao tamanho dos poros pode ser feita
em trés categorias: géis macroscopicos (poros com tamanho na escala de centimetros), géis
microscopicos (tamanho de poro entre 0,5 ¢ 10um) e nanogéis (tamanho de poro menor que

200nm) (Cascone; Lamberti, 2020; Sun et al., 2020).

Figura 6: Representacdao de um sistema hidrogel
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Fonte: Elaborado pela autora (ilustragao criada com o aplicativo BioRender.com).

Com os avancos da ciéncia e com as necessidades que foram surgindo ao longo do
tempo, os grupos de hidrogel sintetizados desde 1950 podem ser divididos em trés: a primeira
geragdo ¢ representada pelos sistemas reticulados, a segunda geragdo ¢ representada pelos
sistemas responsivos ao ambiente e a terceira geracdo ¢ formada de materiais estéreo-
complexados (Cascone; Lamberti, 2020).

A composicao de um sistema hidrogel determina as suas caracteristicas e impacta
diretamente em sua aplicacdo. A versatilidade e a ampla gama de materiais poliméricos permite

que estes sistemas sejam empregados nas mais diversas areas, como por exemplo: curativos,
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DDS, engenharia de tecidos, lentes de contato, etc (Cascone; Lamberti, 2020; Daly et al., 2021;
Song et al., 2021).

A gelatina (Figura 7) ¢ um polimero natural, derivada do coldgeno, soluvel e facilmente
reticulada pelo glutaraldeido. Apresenta boas propriedades para uso em um DDS como a
biocompatibilidade e a biodegradabilidade, além de ser um material de baixo custo. Sua
aplicag¢do na area biomédica ja ¢ aprovada pela FDA (Food and Drug Administration) (Kang;

Park, 2021; Piao et al., 2021).

Figura 7: Estrutura molecular da gelatina
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Fonte: Adaptado de Milano e colaboradores (2023).
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O processo industrial de obten¢do da gelatina pode ser feito de duas maneiras: por
tratamento acido, produzindo a gelatina do tipo A e hidrélise alcalina, produzindo a gelatina do
tipo B. De modo geral a obtengao da gelatina apresenta as etapas de: desengorduramento, pré-
tratamento, extracdo, evaporagao e moagem (Alipal et al., 2021)

O alcool polivinilico (PVA — figura 8) ¢ um polimero sintético muito utilizado no
desenvolvimento de sistemas hidrogel. O material apresenta caracteristicas como
biocompatibilidade e biodegradabilidade, além de boa capacidade na formacao de filmes. Um
sistema com base em PVA apresenta propriedades como baixa toxicidade e boa resisténcia

mecanica (Khoramabadi et al., 2020; Rodriguez-Rodriguez et al., 2020).

Figura 8: Estrutura molecular do dlcool polivinilico
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Fonte: Adaptado de Chen e colaboradores (2021).

A produgao do PVA ¢ feita a partir da polimerizagdo do acetato de polivinila, que se
transforma em poli acetato de vinila (PVAc) e posteriormente sofre hidrolise produzindo o
alcool polivinilico. Pode ser utilizada também outra via a partir da polimeriza¢do do alcool

vinilico (Khoramabadi et al., 2020; Adelnia et al., 2022).

2.6 CANCER

Apesar dos avangos que a medicina vem apresentando ao longo dos anos, o cancer
continua sendo uma problematica mundial. De acordo com Afify e Seno (2019) a ocorréncia
de trés a sete mutagdes pode levar a formacao do cancer em uma célula. O processo de metéstase
(espalhamento da doenca para locais inicialmente saudaveis) ainda € o principal agravante em
muitos casos (Afify; Seno, 2019; Fares et al., 2020; Santos, et al., 2019).

No século 19 a cirurgia radical era a unica via de tratamento utilizada, um exemplo deste
tratamento era a mastectomia total. J4 no século 20 percebeu-se que a cirurgia local e o
tratamento combinado (quimioterapia e radioterapia) ja eram capazes de tratar a doenga. No
entanto, alguns medicamentos usados na quimioterapia causam efeitos colaterais nos pacientes,

como, por exemplo, enjoo € vomito (Schirrmacher, 2019).

2.6.1 Gliossarcoma

Nos anos 2000 a Organizacao mundial de saude (OMS) classificou o gliosarcoma como
uma variante do glioblastoma. A ocorréncia do gliosarcoma ¢ predominante em homens,
adultos em idade proxima aos 60 anos (Torre ef al., 2024). A sobrevida pds diagnostico depende
de outros fatores, como: idade do paciente, extensdo e localizacdo do tumor, extensdao da
resseccao cirargica, fungdo neurologica e pontuagdo de Karnofsky (usada para avaliar a eficacia
de diferentes terapias a partir do prognostico dos pacientes) (Wang et al., 2021; Frappaz et al.,
2021).

Uma das metodologias de tratamento utilizadas neste caso ¢ o protocolo Stupp, que
consiste na remocao cirurgica do tumor, seguida pela administracdo de radioterapia e
administracdo do medicamento temozolomida. A sobrevida pds-diagnostico de gliosarcoma ¢
de 4 meses sem nenhum tipo de tratamento e de aproximadamente 15 meses quando iniciado o

tratamento (Lee, 2016; Mei et al.; 2017; Torre et al., 2024; Warren et al., 2019).
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Outro ponto a ser levantado ¢ a limitagdo da efetividade do tratamento convencional,
uma vez que a barreira hematoencefalica atua como um importante obstaculo a penetragdo de
farmacos no sistema nervoso central. Essa barreira restringe a passagem de muitas moléculas,
fazendo com que a maioria dos medicamentos alcance o tecido tumoral predominantemente por
difusdo passiva, um mecanismo menos eficiente quando comparado a estratégias de entrega
direta (Almeida et al., 2020; Wang; Zhou, 2021).

Além desta problematica, alguns pacientes apresentam ainda a resisténcia as medicagdes
do tratamento, causadas pelo proprio organismo (deficiéncias de origem genética) ou pelo
tumor (resisténcia a difusdo do medicamento) (Assaraf et al., 2019).

Uma outra alternativa de tratamento que pode ser utilizada apos a resseccao cirargica é
a aplicagdo de um implante/enxerto polimérico na regido, que pode ser carregado com
fotossensibilizadores e outros agentes, que tratam a regido (a partir da aplicagdo da TFD)
impedindo o crescimento do tumor (Wanjale et al., 2022). Nos casos de tratamento pos
cirargicos, ¢ recomendado um intervalo de pelo menos trés semanas entre a cirurgia e o
tratamento escolhido (periodo onde ainda nao houve o reparo completo da regido), no caso do
tratamento local envolvendo DDS, existe a vantagem da entrega direta na regido pos cirargica,
sem que haja a perda de ativos durante o transporte do sistema no organismo (Bastiancich et.al.,

2021). A figura 9 apresenta um resumo das op¢des de tratamento para o gliosarcoma

Figura 9: Esquema representativo das modalidades de tratamento disponiveis e a proposta
para o tratamento de gliosarcoma.
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2.6.2 Melanoma

O melanoma ¢ causado pela proliferagao em grande escala dos melandcitos (estruturas
responsaveis pela producdo e armazenamento de melanina), devido a alta exposi¢do a radiagdo
UV. De acordo com Lopes e colaboradores (2022) a proje¢ao para novos casos ¢ de aumentos
superiores a 70% tanto nas taxas de mortalidade quanto nas taxas de incidéncia (Lopes ef al.,
2022; Caraviello et al., 2025).

Os casos de cancer de pele sdo divididos entre: melanoma e ndo melanoma (originados
de alteragdes nos melanodcitos ou queratindcitos). O melanoma apresenta dois estagios:
crescimento radial (tumor se expande na horizontal e pode ser facilmente removido via cirurgia)
e crescimento vertical (ocorre a infiltragdo do tumor profundamente na derme, o tratamento
necessita ser mais agressivo e complexo) (Lopes ef al., 2022).

Diferente do gliosarcoma, o melanoma apresenta grandes chances de ser evitado, uma
vez que apresenta sua maior incidéncia de casos derivadas da exposic¢ao incorreta a radiagao
UV, aliada a fatores de pré-disposi¢ao. Sendo assim, grande parte da campanha de prevengao ¢
feita por meio da conscientizagdo sobre riscos € cuidados com a exposic¢ao solar, especialmente
em casos em que o risco € maior por fatores como cor da pele, idade e exposicdo a outras fontes
de radiagdo (Lopes et al., 2022).

As formas de tratamento do melanoma incialmente eram: ressec¢do cirurgica,
radioterapia e quimioterapia. Com o passar dos anos comegou também a ser considerada a
terapia direcionada (com o uso de medicamentos para a inibicdo da proteina quinase). Se
tratando de um tumor toépico, o uso de sistemas hidrogel pode ser empregado, inclusive como
complemento e facilitador da terapia imunogénica direcionada (Kharouf et al., 2023; Lopes et
al., 2022). Yin e colaboradores (2021) desenvolveram um hidrogel transformavel de 6xido de
grafeno (GO) e polietilenimina (PEI), para liberagdo de vacina de RNA e outros ativos, o
material se mostrou estavel por 30 dias e levou a diminui¢do do tumor (HE, W, 2024; Yin et
al.,2021)

Para casos em que a resseccao cirtirgica ¢ dificultada ou em casos de recorréncia do
tumor, uma das alternativas ¢ a aplicagdo de protocolos de TFD, que podem ser realizados logo
apos o procedimento cirurgico, ou de maneira menos invasiva, com a introdu¢ao de fibras oticas
na regido tumoral (Leroy et al., 2021). A figura 10 apresenta um resumo das opcdes de

tratamento para o melanoma.



Figura 10: Esquema representativo das modalidades de tratamento disponiveis e a proposta
para o tratamento de melanoma.
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Fonte: Elaborado pela autora.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um sistema hidrogel contendo
microesferas de hidroxiapatita e o fotossensibilizador cloro aluminio ftalocianina para uso

como sistema de liberagdo modificada de FS para aplicacdo em TFD.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar as microesferas de carbonato de célcio na fase de vaterita (esféricas);

e Sintetizar as microesferas de hidroxiapatita pelo método hidrotérmico, a partir do
template de vaterita;

e Incorporar a CIAIPc como FS ativo em TFD nas microesferas;

e Sintetizar o hidrogel de PVA/Gelatina;



Avaliar a morfologia de todos os sistemas com a técnica de microscopia eletronica de
varredura (MEV);

Avaliar o Grau de Intumescimento (% GI) dos sistemas de hidrogel sintetizados;
Caracterizar os sistemas por meio das técnicas de espectroscopia no UV-Vis (todos os
sistemas), RAMAN (microesferas) e FTIR (todos os sistemas);

Quantificar a liberagdo de CIAIPc dos sistemas de hidrogel encapsulados;

Avaliar as composi¢oes dos sistemas microparticulados por meio da técnica de difragao
de raios — X

Avaliar o comportamento térmico e calorimétrico de todos os sistemas sintetizados;
Calcular da eficiéncia de encapsulamento (%EE) da ClAlPc nas microesferas de
hidroxiapatita e nos sistemas de hidrogel;

Avaliar a citotoxicidade e fototoxicidade in vitro dos sistemas sintetizados;

Analisar a localizagao intracelular in vitro dos sistemas sintetizados.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

e Acido Cloridrico (HCI): Dindmica, Quimica contemporanea Ltda

e Agua deionizada

e Alcool Polivinilico (PVA): Vetec Quimica fina Ltda

e Azul de Tripan: Sigma - Aldrich

e Carbonato de sddio (Na;COs): Labsynth Produtos para Laboratorios Ltda
e Cloreto de calcio (CaClz): QEEL - Quimica Especializada Erich Ltda

e Cloro Aluminio Ftalocianina: ACROS Organics

e DAPI: Sigma - Aldrich

e Dimetilsulfoxido: Dinamica, Quimica contemporanea Ltda

e Etanol: Dinamica, Quimica contemporanea Ltda

e Fosfato de s6dio (Na,HPOj4): Labsynth Produtos para Laboratorios Ltda
e Gelatina: Sigma - Aldrich

e Meio RPMI:gibco®

e Poli (4-estireno sulfonato de s6dio) (PSS): Sigma - Aldrich

4.2 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. Foram utilizados equipamentos e estruturas
dos seguintes laboratorios: Central de Laboratorios Multiusudrios (CLM), Laboratorio de
Nanossensores (LNS), Laboratério de Sistemas Micro e Nanoparticulados, Laboratério de
Fotobiologia Aplicada a Satde (PhotoBios), Laboratério de Desenvolvimento de Materiais

avancados e Laboratorio de Odontologia e Materiais Aplicados (LOMA).

4.2.1 Sintese das microesferas de vaterita

As microesferas de vaterita (Figura 11) foram sintetizadas pelo processo de co-

precipitacao descrito por Souza e colaboradores (2020). Inicialmente, uma solucao de cloreto



de calcio (CaClz - 0,2 mol.L™) foi adicionada a uma solugio poli (4- estireno sulfonato de s6dio)
(PSS) (10 mg.mL™") sob forte agitacdo, em seguida foram adicionados gota a gota 10 mL de
uma solu¢dio de carbonato de sédio (Na,COs - 0,2 mol.L ™). Apds este processo, a suspensio
branca foi mantida por 60 min em temperatura ambiente, seguida de trés ciclos de centrifugagao
(8000 rpm, 10 min) utilizando o equipamento (CF16RN, High-speed Micro Centrifuge,
HITACHI) e lavagem com agua purificada e etanol, seguida do processo de secagem a 60 °C

por 24h.

Figura 11: Metodologia de sintese das microesferas de vaterita
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Fonte: Elaborado pela autora (ilustragdo criada com o aplicativo BioRender.com).
4.2.2 Sintese das microesferas de hidroxiapatita (meHAp)

A sintese das microesferas de hidroxiapatita (meHAp) foi feita a partir de templates de
vaterita, com base no processo hidrotérmico descrito por Gao e colaboradores (2019) (Figura
12). As particulas de vaterita foram dispersas em 100 mL de uma solucdo de fosfato de sodio
(Na2HPOj4 - 0,1mol.L™"). O pH da solugio foi ajustado para 11, seguido de aquecimento a 120
°C por 15 min. Apo6s o resfriamento, o precipitado branco foi separado por centrifugagao (8000
rpm, 10 min) utilizando o equipamento (CF16RN, High-speed Micro Centrifuge, HITACHI),

seguido de lavagem com agua purificada e etanol trés vezes e secagem a 60 °C por 24h.



Figura 12: Metodologia de sintese das meHAp
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Fonte: Elaborado pela autora (ilustragdo criada com o aplicativo BioRender.com).

Para o encapsulamento da CIAIPc nas amostras de meHAp (Figura 13) foi preparada
uma solugdo de 5SmL de ClAIPc (50mg.mL™'), etanol e dimetilsulfoxido (DMSO). As
microesferas foram colocadas em contato com a solugdo do FS em um sistema fechado por 24h.
Posteriormente as amostras foram centrifugadas (8000 rpm, 10 min) utilizando o equipamento
(CF16RN, High-speed Micro Centrifuge, HITACHI) e secas, para a remog¢do de impurezas e

do excesso de solventes.

Figura 13: Metodologia de sintese meHApCIAIPc
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Fonte: Elaborado pela autora (ilustragao criada com o aplicativo BioRender.com).

4.2.3 Sintese do hidrogel

Os hidrogéis de PVA/Gelatina foram preparados de acordo com o método descrito por

Imtiaz e colaboradores (2019) com poucas modificagdes (Figura 14). Resumidamente, 10g de



PVA foram adicionados em 100 mL de Agua Di a 80 °C por 1h sob agitagio mecéanica constante
para obter a dissolucdo. A solucdo aquosa transparente ¢ homogénea resultante foi misturada
com 2,5g de gelatina e 0,05mL de HCI (35%). A solugdo foi agitada a 70 °C para realizagdo da
esterificacdao entre PVA e gelatina. Posteriormente, a dispersao foi colocada no ultrassom por
1h para homogeneizacdo e remog¢do de bolhas. Entdo, a solugdo foi gelificada a temperatura
ambiente. Em seguida a amostra foi lavada em trés ciclos de centrifugagdo (20 min, 4000 rpm)
utilizando o equipamento (CF16RN, High-speed Micro Centrifuge, HITACHI) com agua Di
para remog¢dao de impurezas e posteriormente o processo de secagem foi realizado em

temperatura de aproximadamente 40 °C.

Figura 14: Metodologia de sintese do hidrogel PVA/Gelatina
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Fonte: Elaborado pela autora (ilustragao criada com o aplicativo BioRender.com).

Para o encapsulamento do hidrogel (Figura 15), antes do processo de gelificacdo, o
hidrogel foi colocado em contato com a meHAp, MeHApCIAIPc e solugdo de CIAIPc (solugao
preparada utilizando etanol e 10% de DMSO), sob agitacio mecanica e temperatura ambiente,

por 30 min. Posteriormente todo o processo seguiu conforme o descrito acima.



Figura 15: Metodologia de sintese do hidrogel encapsulado
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Fonte: Elaborado pela autora (ilustragao criada com o aplicativo BioRender.com).

Para a realizagdo das caracterizagdes do hidrogel parte do resultado da sintese passou
por um processo de liofilizacdo adaptado. As amostras foram porcionadas, congeladas com

nitrogénio (N2) e secas a vacuo por 4h utilizando o equipamento eppendorf Concentrator 5301.

4.2.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para a anélise da morfologia
externa das microesferas e do sistema hidrogel, utilizando equipamento EVO-MA10 (Zeiss).
Os parametros utilizados no equipamento para a leitura das amostras foram: EHT: 20.00 Kv,
WD: de 9 a 13mm, Singal A= SE1, 1 probe: 30-150 pA, mag: 26, 07 Kx (vaterita), 18,69 k =
Kx (meHAp) e k = 1,48 Kx (hidrogel).

4.2.5 Espalhamento dinidmico da luz (DLS)

A andlise de distribui¢do do tamanho das micresferas de vaterita e das meHAp
sintetizadas foram realizadas por espalhamento de luz, usando o equipamento Zetasizer
(ZetaSizer nano ZS90, Malvern). Para a realizacdo das leituras a temperatura utilizada foi de
23 °C, com angulo de espalhamento de 90°C. As amostras de vaterita ¢ de meHAp foram
ajustadas para uma concentracdo de 0,01% (m/v) em agua destilada. Todas as analises foram

feitas em triplicata.



4.2.6 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman foi realizada utilizando o equipamento RFS 100/S,
(BRUKER). As leituras foram feitas utilizando as amostras de vaterita e de meHAp, as medidas
foram feitas utilizando porta amostra em um range de 50-1500 cm™, utilizando um laser de A =

1064 nm.

4.2.7 Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDX)

A espectroscopia por energia dispersiva foi realizada como equipamentou-EDXRF
(modelo p-EDX 1300, Shimadzu), foram realizados ensaios com as amostras de vaterita,
meHAp e meHApCIAIPc. Os parametros utilizados no equipamento foram: medidas: semi-
quantitativas (ponto de calibracdo com HAP sintética SIGMA), pontual, 100s por ponto, tensao

da corrente 15 kv e configuragdes especificas para medidas de Ca, P e OH.

4.2.8 Espectroscopia no Ultravioleta Visivel (UV-VIS)

Os estudos no UV-Vis foram realizados utilizando o equipamento CARY 50 (Bio,
VARIAN). As leituras foram realizadas na faixa de 400-900 nm, no modo de leitura scan, as
amostras ceramicas utilizadas foram diluidas em solucao de etanol/DMSO 10%. Para a
realizagdo das andlises das amostras de hidrogel as mesmas foram imersas em solugdo de

etanol/DMSO 10%, sendo o sobrenadante utilizado para a leitura no espectrometro.

4.2.9 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de absorcdo no infravermelho foram obtidos na regido de 4000 a 450 cm™!
com resolugio de 4 cm™!, no modo transmissdo, com 32 varreduras com temperatura controlada
em 20°C. O espectrofotdmetro utilizado foi o 400 com Transformada de Fourier (FTIR),
tecnologia de refletancia total atenuada (ATR) da fabricante PerkinElmer. Foram realizadas
leituras com as amostras de vaterita, meHAp e meHApCIAIPc, gelatina e PVA (em po), ja as
amostras de hidrogel PVA/Gelatina, hidrogel ClAlPc, hidrogel meHAp e hidrogel

meHApCIAIPc foram utilizadas na forma liofilizada.



4.2.10 Difratometria de Raios-X (DRX)

A técnica de difracao de raios — X (DRX) foi realizada utilizando o equipamento XRD-
6000 (Shimadzu), o comprimento de onda utilizado foi de A=1,54 nm, voltagem de 40,0 kV e

corrente de 30,0 mA. Para o ensaio foram utilizadas as amostras de vaterita e meHAp.

4.2.11 Termogravimetria (TGA) e Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Ambas as analises foram realizadas utilizando o equipamento STA 449 F3
Jupiter® NETZSCH). Para a Analise de TGA foram utilizados os seguintes parametros:
temperatura de 25-800 °C, 10 °C/min em atmosfera N»/O;. Para a andlise de DSC foram
utilizados os mesmos pardmetros com exce¢do da temperatura, que foi de 23-800 °C. Foram
realizadas medidas utilizando as amostras de vaterita, meHAp, gelatina, PVA e hidrogel PVA/

gelatina.

4.2.12 Avaliacao do grau de intumescimento (GI)

Devido a suas redes tridimensionais os sistemas hidrogel tem a capacidade de absorver
e reter solventes sem perder as suas propriedades quimicas e estruturais. O tratamento das
amostras para o ensaio foi feito com base na metodologia descrita por Saidi e colaboradores
(2020). Inicialmente as amostras de hidrogel, tanto hidratadas (amostras obtidas apds o processo
de sintese) quanto liofilizadas, foram pesadas e imersas em agua deionizada por periodos
determinados, sendo: 5 min, 15 min, 25 min, 35 min, 45 min, 55 min e 60 min. Apos o intervalo
determinado as amostras foram secas a partir de prensagem em papel absorvente e pesadas

novamente. Todos os testes foram feitos em triplicata (equagdo 1).

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

4.2.13 Eficiéncia de encapsulamento (% EE)

Para essa determinagdo, as meHApCIAIPc foram diluidas em solugdo alcoodlica de

DMSO (10% etanol) e apds 12h, o sobrenadante foi avaliado por espectroscopia no ultravioleta

visivel utilizando equipamento CARY 50 (Bio, VARIAN). A eficiéncia de encapsulamento das



meHApCIlAIPc (EEmeHAp) foi calculada (equacdo 2) seguindo a metodologia descrita por LI,
X e colaboradores (2019).

EEmeHAp = [Quantidade de CIAIPc adicionada a formulacao) / Quantidade de CIAIPc
presente no sobrenadante] X 100 (2)

Para a realizagdo dos calculos com as amostras de hidrogel (EEh) foi utilizada a
metodologia descrita por Asad e colaboradores (2021). Inicialmente as amostras liofilizadas de
hidrogel contendo CIAIPc e meHApCIAIPc foram adicionadas a um tubo falcon contento
solugdo alcoolica de DMSO (10% etanol), ap6s 12h o sobrenadante foi analisado utilizando o
equipamento CARY 50 (Bio, VARIAN). A eficiéncia de encapsulamento foi calculada de

acordo com a equacao 3:

__ CIAIPc total adicionada na formulagdo - ClAlPc presente no sobrenadante

EEh x 100 (3)

ClAlPc total adicionado na formulagido

Para ambas as medidas as configuragdes usadas no equipamento seguiram os mesmos
padrdes destacados no item 4.2.8. Para o calculo da quantidade de CIAIPc presente no
sobrenadante analisado em ambas as medidas foi utilizada a lei de Lambeert-Beer, que

correlaciona absorbancia e concentragdo de FS (equacdo 4) (Yeh et al., 2023)

Abs (absorbancia) = ¢ (absortividade molar) x C (concentragdo do FS) x b (caminho 6ptico)

(4).

4.2.14 Estudo de liberacao de FS

A avaliagdo da liberagdo modificada das amostras de hidrogel encapsuladas (hidrogel
ClAIPc e hidrogel meHApCIlAIPc) foi testadas utilizando adaptagdes nas metodologias
descritas por Bakhshi ef al. (2024) e Fernandes (2025). As trés amostras correspondentes a cada
um dor hidrogéis foram porcionadas em formato circular (massa aproximada de 0,34g —
hidrogel CIAIPc e de 1,00g — hidrogel meHApCIAIPc) e colocadas em 10mL de PBS (pH =
7,01), deixadas em repouso em 37°C em uma incubadora BOD Digital (Cienlab, Brasil) e em
intervalos pré-determinados (3h, 6h, Sh, 12h, 24h, 48h, 96h e 144h) foram retiradas e repostas

aliquotas de 3mL de PBS. As aliquotas retiradas foram analisadas por espectroscopia no



ultravioleta visivel utilizando o equipamento DeNovix DS-11+. Os testes foram realizados em

triplicata.

4.2.15 Estudos in vitro utilizando linhagem de gliosarcoma

4.2.15.1 cultura de linhagem de gliosarcoma 9L/lacZ

A linhagem de gliosarcoma 9L/lacZ foi mantida em meio RPMI suplementado com 10%
Soro Fetal Bovino, 1% de solug¢do de Penicilina/Estreptomicina, acondicionados em estufa de
cultura a 37°C com 5% de COaz. Para o protocolo do hidrogel as células foram cultivadas em

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Figura 16).

Figura 16: Metodologia de cultivo das linhagens 9L/LacZ
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Fonte: Elaborado pela autora (ilustragao criada com o aplicativo BioRender.com).

4.2.15.2 Dilui¢do das formulagoes

As meHApCIAIPc foram diluidas inicialmente em solucdo alcoodlica de DMSO (10%
etanol) e posteriormente em PBS (Tampao fosfato salino - solucio estoque de 10 mg.mL™).
Para a realizagdo dos experimentos foi preparada solucdo fresca na concentragdo de 2mg.mL,
posteriormente diluida de forma seriada até a concentragdo de 31,25ug.mL!, para os testes de
fototoxicidade. Foram realizados testes também com as formulac¢des vazias, sem a CIAIPc, para
verificacao da citoxicidade.

Das amostras de hidrogel foram testadas formula¢des de hidrogel meHApClAlPc
(concentragdo de FS no hidrogel: 160 pg.mL™) e hidrogel CIAIPc (concentragdo de FS no
hidrogel: 3400 pg.mL™").



4.2.15.3 Internalizacdo celular

As linhagens de gliosarcoma 9L/lacZ foram aderidas em laminulas redondas, na
concentracdo de 1x10° células, em placas de 24 pogos, e mantidas em estufa a 37°C e 5% de
CO> ambiente, overnight em meio RPMI. Apoés a adesdo das células, o meio foi retirado e foi
adicionada a formulacdo (especificagdes e descricdes na tabela 1) e mantida a 37°C, por 1h
(Figura 17) Apos a retirada da formulacao do meio as amostras foram lavadas com PBS por
duas vezes e fixadas com Paraformaldeido 4% (diluicdo feita utilizando como solvente PBS)
durante 15 min em temperatura ambiente. As laminulas foram retiradas da placa e montadas
com o meio de montagem Prolong Gold antifading com DAPI. Todo o processamento foi
realizado no escuro, ¢ as laminas foram examinadas em microscépio confocal LSM 700 Zeiss®,

aumento utilizado: 63x (Aexc. DAPI: 405 nm, Aexc. Formulagdo: 555 nm).

Tabela 1: Especifica¢des das formulacdes utilizadas para o protocolo de internalizagdo
celular (gliosarcoma)

Formulacao Concentracdes (ng.mL™)
meHAp -
meHApCIAIPc 250 e 125
Hidrogel meHAp -
Hidrogel meHApClAIlPc 160

Hidrogel vazio

Hidrogel Cl1AIPc 3400

Fonte: Elaborado pela autora.



Figura 17: Metodologia de preparo das células para o ensaio de internalizagdo celular
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Fonte: A Autora (ilustragdo criada com o aplicativo BioRender.com).

4.2.15.4 Terapia fotodinamica

Para o protocolo de TFD as células foram transferidas para uma placa de 96 pogos a
uma densidade de 1x10° células por pogo. Depois de 24 h de adesdo celular, a formulagio foi
adicionada (vazias e encapsuladas - concentragdes descritas na tabela 2) e incubada por 30 min
na estufa a 37 °C e 5% COa. Apo6s esse periodo, a formulacdo foi removida e foi adicionado
PBS. Uma placa foi mantida no escuro e a outra foi irradiada. Apos a aplicacdo da TFD, o PBS
das duas placas foi retirado e adicionado o meio DMEM. As placas permaneceram na a 37°C e
5% de CO» durante 24 h antes das analises (Figura 18, Tabela 2).

O experimento foi feito em triplicata e os grupos foram protegidos da luz durante o
processo. A irradiacdo foi realizada utilizando a biotable BioPDI IrradLed (A = 660 nm,
46mW/cm?) na fluéncia de 10 J.cm™. As células foram separadas nos seguintes grupos:
Controle - Sem tratamento; Escuro - Incubados com FS —formula¢ao e mantidos no escuro; Luz

- Células submetidas apenas a irradiacao; TFD - Incubadas com FS — formulacao e irradiadas.



Tabela 2: Especificacdes das formulacdes utilizadas para o protocolo de TFD

Formulacgao Concentragio (ug.mL")
meHAp -
meHAp CIAIPc 2.000, 1.000, 500, 250, 125, 62,5 ¢ 31,25
Hidrogel meHAp -
Hidrogel meHApCIAIPc 160

Hidrogel vazio

Hidrogel C1AIPc 3400

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 18: Metodologia do protocolo de aplicagdo da TFD em células 9L//LacZ
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Fonte: Elaborado pela autora (ilustragao criada com o aplicativo BioRender.com).

4.2.15.5 Analise de viabilidade celular pelo método de exclusdo do azul de Tripan

A avaliacdo da viabilidade (Figura 19) apos os testes foi realizada pelo método de

exclusdo com azul de Tripan, que parte do principio de que células viaveis ndo permitem que o

corante entre, enquanto células mortas permanecem coradas. Foram realizados testes nas

concentragdes de 2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 ug.mL™!' das meHApCIlAIPc, em

grupo controle escuro e grupo irradiado. Foi realizada também a incubacao com a meHAp vazia

para a avaliar a toxicidade, nos mesmos parametros de incubacao.



Apbs o processo de adesdo das células o meio foi retirado e a formulagdo encapsulada
foi adicionada, o mesmo processo foi realizado com a formulagdo vazia, ambos foram
incubados por 1h a 37°C em estufa com 5% de CO». Apds a incubacdo os compostos foram
retirados e substituidos por PBS. A placa do grupo escuro foi mantida ao abrigo da luz e a outra
irradiada. Em seguida o meio de ambas as placas foi substituido por meio RPMI completo.
Foram realizados dois ensaios independentes em quintuplicata (n=10).

Apo6s um periodo de 24 h, o meio foi retirado e adicionado o Azul de Tripan na
concentra¢do de 0,2%, e incubado por 5 min. Apds esse periodo, o Azul de Tripan foi retirado
e foi adicionado PBS, e foram capturadas imagens das células em 10 campos aleatérios. As
células vivas e mortas foram contabilizadas utilizando o software ImageJ. Os ensaios foram
realizados em quintuplicatas em 2 ensaios separados e a porcentagem de células vivas foi obtida
pela equagao 4:

Total de células vivas

0 . g e — % 1 4
% de células viaveis Total de células contadas 00 ( )

Figura 19: Metodologia de anélise de viabilidade celular (9L/LacZ)
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Fonte: Elaborado pela autora (ilustragdo criada com o aplicativo BioRender.com).
4.2.16 Estudos in vitro utilizando linhagens de melanoma
4.2.16.1 Cultura de linhagem de melanoma
Células da linhagem SK-MEL 28, foram cultivados em meio DMEM (Dulbecco’s

Modified Eagle’s Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de

Penicilina/Estreptomicina e mantida em estufa a 37 °C com 5 % de CO» (Figura 20).



Figura 20: Metodologia de cultivo da linhagem (SK-MEL 28)
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Fonte: A Autora (ilustragdo criada com o aplicativo BioRender.com).

4.2.16.2 Internalizacdo celular

Inicialmente as linhagens foram aderidas em laminulas de vidro distribuidas em placas
de 24 pogos, sendo incubados durante 12 h em estufa a 37 °C, 5% de CO,. Apos esse periodo,
o meio de cultura foi retirado e entdo adicionadas as formulagdes de hidrogel (vazias e contendo
FS - descritas na tabela 3), incubadas por 1 h, seguida de uma lavagem com PBS ¢ fixagdo com
Paraformaldeido 4% (utilizando como solvente o PBS) durante 15 min em temperatura
ambiente. As laminas foram montadas com ProLong™ Diamond Antifade Mountant with DAPI
(Thermofisher) e analisadas em microscopio confocal Zeiss® - LSM 700, aumento de 63x (A

exc. DAPI =405 nm, A exc. Hidrogel = 555 nm) (Figura 21, tabela 3).

Figura 21: Metodologia de preparo das células para o ensaio de internalizagao celular (SK-

MEL 28)
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Fonte: Elaborado pela autora (ilustragdo criada com o aplicativo BioRender.com).



Tabela 3: Especifica¢des das formulacdes utilizadas para o protocolo de internalizagdo celular

(melanoma)
Formulacao Concentrac¢io (ng.mL™")
Hidrogel meHAp -
Hidrogel meHApCIAIPc 160
Hidrogel vazio
Hidrogel C1AIPc 3400

Fonte: Elaborado pela autora

4.2.16.3 Terapia Fotodinamica

Para este teste, as células foram transferidas para uma placa de 96 pogos a uma
densidade de 1x10° células por pogo, os grupos testados sdo descritos na tabela 3. A
metodologia utilizada foi a mesma descrita no item 4.2.15.4 (Figura 22). Para irradiac¢do foi
utilizada uma Biotable (Biopdi/Irrad-Led) constituida de 54 LEDs, com irradiancia de 36,8 mW
de poténcia, L =660 nm, na fluéncia de 10 J.cm™. Apds os respectivos tratamentos foram

realizados os testes de viabilidade pelo método de exclusdo por Azul de Tripan.

Figura 22: Metodologia do protocolo de aplicagdo da TFD em células SK-MEL 28
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Fonte: Elaborado pela autora (ilustragao criada com o aplicativo BioRender.com).



4.2.16.4 Andlise de viabilidade celular pelo método de exclusdo do azul de Tripan
A metodologia utilizada foi a mesma descrita no item 4.2.15.5 (Figura 23).

Figura 23: Metodologia de analise de viabilidade celular (SK-MEL 28)
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Fonte: Elaborado pela autora (ilustragao criada com o aplicativo BioRender.com).

4.2.17 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 foram expressos como a meédia + desvio padrao de trés experimentos

independentes. Uma probabilidade valor de p < 0,05 foi considerada significativa neste estudo.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estdo apresentados em duas secdes: sendo a primeira
correspondente aos materiais ceramicos: vaterita e a hidroxiapatita e a segunda correspondente

aos materiais poliméricos: hidrogel de PVA/Gelatina e seus derivados.
5.1 VATERITA E HIDROXIAPATITA
5.1.1 Caracterizacio morfoldgica e de tamanho

As microesferas obtidas pelo método de co-precipitagdo apresentaram morfologia
esférica quando analisadas por MEV (Figura 24). Observa-se que apesar da semelhanga na
morfologia em todas as microesferas, a superficie das mesmas ¢ levemente irregular e apresenta

pequenas rugosidades (Wei et al., 2021).

Figura 24: Micrografia obtida por MEV das microesferas de vaterita
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Fonte: Elaborado pela autora.



Kalenichenko e colaboradores (2021) obtiveram microparticulas esféricas realizando a
sintese de vaterita utilizando o método de co-precipitacao a partir de solu¢des precursoras de
carbonato de sodio (Na,CO3) e cloreto de calcio (CaCl,) na presenga de glicerol.

A presenca do PSS na solugao precursora das microesferas tem influéncia na morfologia
das mesmas. Facchinetto e colaboradores (2017) realizaram processos de sintese na auséncia e
na presenc¢a do composto aniénico. Como resultado, as particulas obtidas na auséncia de PSS
apresentaram morfologia romboédrica enquanto as obtidas na presenca deste eletrolito
apresentaram morfologia esférica.

O PSS favorece a estabilizacdo das microesferas formadas em fase de vaterita, em
detrimento da fase de calcita. No que diz respeito a morfologia, a literatura descreve a interagao
entre os fons Ca** e os grupos negativos da cadeia do PSS formando um centro de nucleagio
(Ferreira et al., 2023).

O tamanho das particulas é um pardmetro que impacta diretamente na aplicagdo do
material desenvolvido, principalmente quando se trata da liberacdo modificada de
medicamentos. A administragdo via oral, por exemplo, requer sistemas com tamanho de até¢ 100
um (Lengyel et al., 2019; Li et al., 2018).

Fatores como: presen¢a de um aditivo, temperatura, velocidade de agitacao e tempos de
reacdo sdo importantes na sintese de polimorfos especificos do carbonato de célcio, sendo que
a alteragdo em alguns deles pode influenciar na formacdo de um polimorfo especifico
(Facchinetto et al., 2017; Febrida et al., 2021).

O didmetro hidrodindmico das microesferas de vaterita foi obtido por meio de andlises

de espalhamento dinamico da luz (DLS) (Figura 25).


https://sciprofiles.com/profile/1685790?utm_source=mdpi.com&utm_medium=website&utm_campaign=avatar_name

Figura 25: Gréfico de didmetro hidrodindmico das microesferas de vaterita
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Fonte: Elaborado pela autora.

A partir das medidas de DLS pode-se constatar que as microesferas de vaterita
apresentam diametro médio de 540 + 99,33nm. ZHAO, D e colaboradores (2013) obtiveram
particulas ocas de vaterita com didmetro médio de 800 = 100 nm. Chesneau e colaboradores
(2023) relatam que o tamanho de uma particula de vaterita deve se encontrar dentro do limite
de 200-1200nm, para favorecer a passagem até uma célula tumoral.

As meHAp foram caracterizadas por MEV (Figura 26).
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Figura 26: Micrografia obtida por MEV das microesferas de hidroxiapatita
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Fonte: Elaborado pela autora.

As microesferas produzidas apresentam textura rugosa. O PSS atua auxiliando o
crescimento ¢ o formato da microesfera produzida. Assim como o descrito por Gao e
colaboradores (2019) as formulagdes de HAp mantiveram a morfologia dos femplates de
vaterita utilizados no método hidrotérmico. Faixas de pH bésico favorecem a formacdo de
estruturas esféricas, e a medida que o pH diminui € favorecida a formacgao de outras morfologias
(Sans et.al., 2021; Xiao et.al., 2018).

Yang e Park (2019) definem o crescimento de um cristal pelo método hidrotérmico a
partir de quatro fases, sendo elas: dissolu¢cdo dos reagentes, separagdo dos componentes por
diferenca de temperatura, adsorcao dos grupos de moléculas na interface de crescimento e
cristalizagao.

O diametro hidrodinamico das meHAp foi obtido por meio de anélises de espalhamento

dindmico da luz (Figura 27).



Figura 27: Gréfico de didmetro hidrodinamico das microesferas de hidroxiapatita
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Fonte: Elaborado pela autora.

A partir das medidas de DLS pode-se constatar que as microesferas de hidroxiapatita
apresentam didmetro médio de 102,5 + 98,70nm. Silva-Holguin e Reyes-Lopez (2020)
sintetizaram microesferas de HAp de diametro médio de 263 + 23 nm utilizando nitrato de
célcio tetrahidratado (Ca(NOs3)2-4H20, CaN), fosfito de trietila (C¢H1503P) e etanol como
precursores. De acordo com Luo e colaboradores (2023) particulas de tamanho médio de 100nm
sao facilmente transportadas pela corrente sanguinea devido ao efeito EPR (efeito de
permeabilidade e retengdo).

O efeito EPR se baseia no fato de que as células afetadas por tumores sofrem
constantemente o processo de angiogénese (formagdo de novos vasos sanguineos), o que leva
a formagao de vasos irregulares e de espacos entre os mesmos, permitindo a entrada de um DDS

na cé¢lula (Kang et al., 2020; Ikeda-Imafuku et al., 2022).

5.1.2 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

As amostras de vaterita e de meHAp sintetizadas foram caracterizadas utilizando

espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR- Figura 28).



Figura 28: Espectro de FTIR das sinteses de vaterita e meHAp
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Fonte: Elaborado pela autora.

As bandas referentes as amostras de vaterita ¢ meHAp estdo apresentadas com as

atribuigoes nas tabelas 4 e 5.

Tabela 4: Atribuicao de bandas do FTIR para vaterita

Banda Atribuicao
713 Flexao C-O
744 Deformagao O-C-O
873 Flexao COs fora do plano
1392 Estiramento assimétrico C-O
3390 Estiramento O-H

Fonte: Adaptado de Longkaew e colaboradores (2023), Song e colaboradores (2021),
Senarathna e colaboradores (2020) e Ye e colaboradores (2023).
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Tabela 5: Atribuicao de bandas do FTIR para meHAp

Banda Atribuicao
558 Flexao P-O
869 Vibragao C-O
1020 Estiramento P-O
1408 Flexao P-O
3274 Estiramento O-H

Fonte: Adaptado de Wang, Yan

e Chen (2021), Yao e colaboradores (2021) e Zubieta-Otero e
colaboradores (2021).

Apos a observagao das bandas referentes a vaterita e a meHAp pode-se observar o

surgimento de novas ligagdes referentes ao grupo fosfato, um dos componentes utilizados na

sintese das meHAp.

Além das amostras de vaterita ¢ de meHAp foram analisadas também as amostras de

meHAp contendo ClAIPc e a ClAIPc em sua forma isolada (figura 29).

Figura 29: Espectro de FTIR das amostras de meHAp, meHApCIAIPc e C1AIPcEspectro de
FTIR das amostras de meHAp, meHApCIAIPc e Cl1AIPc
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Fonte: Elaborado pela autora



As atribuigdes referentes ao espectro da CIAIPc e das meHApCIAIPc estdo presentes na

tabela 6.

Tabela 6: Atribuicao de bandas do FTIR para meHApCIAIPc e CIAIPc

meHApCIAIPc ClAIPc Atribuicio
644 515,574 Flexao C-C
725,760 727,761 Flexdo C-H fora do
plano
904 903 Vibragao balango nucleo
AlPc
1062,1096,1117, 1063,1118,1133, Vibragao balango nucleo
1134,1165,1285 1167, 1285 AlPc
1330,1422, 1330,1421, Estiramento C-O
1462,1494 1464,1500
1607 1606 Estiramento C-C
2738 2736 Estiramento O-H

Fonte: Adaptado de Aghdam e colaboradores (2020), Wang, Yan e Chen (2021), Yao e
colaboradores (2021) e Zubieta-Otero e colaboradores (2021).

Apds a comparagdo dos picos referentes as formulagdes meHAp, meHApCIAIPc e
ClAlpc ndo ¢ possivel observar o surgimento de nenhuma nova atribui¢do de banda, um
indicativo de que o processo de adsor¢ao da CIAIPc no sistema de HAp ocorreu a partir de um

processo fisico e ndo quimico.

5.1.3 Termogravimetria (TGA)

A vaterita e as meHAp passaram por analises de termogravimetria (figura 30)

A partir da anélise do termograma da vaterita € possivel observar 2 regides de perda de
massa. A primeira regido apresenta picos de perda em 38,6 °C; 39,2°C; 68,7°C e 193,0°C,
todos associados a perda de umidade da amostra analisada. Ja a segunda regido observada
apresenta picos de perda de massa em 734,2°C e 797,8° C associados a decomposi¢do térmica
do grupo carbonato (CO3") e sua transformagdo de fase em oxido de calcio (CaO) (Nagpal;

Kakkar, 2020; Remya; Kim; Kim, 2022; Azarian; Junyusen; Sutapun, 2024; Li et al., 2022).



Figura 30: Termograma de TGA das amostras de vaterita e meHAp
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Fonte: Elaborado pela autora.

A andlise do termograma correspondente as meHAp permite identificar 6 regides de
perda de massa, em 74,4°C; 144,2°C; 206,1°C; 323,5°C; 594°C e 686,1 °C. Os eventos de
74,4°C e 144,2° C sao atribuidos a evaporacao de dgua adsorvida na meHAp sintetizada. Os
eventos em 206,1°C e 323,5°C sao atribuidos a transformag¢ao da fase amorfa em fase cristalina
nas meHADp sintetizadas, j& os dois ultimos dois eventos em 594°C e 686,1 °C sdo devidos a
decomposi¢do de impurezas ligadas ao grupo carbonato (CO3") (Maleki et al., 2019; Malla et
al., 2020; Kangkan et al., 2020).

5.1.4 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A vaterita e as meHAp passaram por andlises de DSC (figura 31)

Apo6s andlises dos termogramas da vaterita foi possivel observar a ocorréncia de trés
picos endotérmicos em 80,3°C; 155,8°C e 637,7°C sendo os dois primeiros atribuidos a
evaporagdo da dgua presente na amostra e o Ultimo a decomposicao térmica do carbonato de
calcio em oxido de célcio. Foram observados também dois picos exotérmicos sendo um em
387,3°C referente ao processo de cristalizagdo do carbonato e um pico em 465,6°C referente a
transformagdo da vaterita em calcita, que ocorre em fun¢do da alta temperatura (Jensen;
Birkedal; Bertinetti, 2019; Zhang et al., 2020; Cheng et al., 2022; Zhang et al., 2021; Jin et al.,
2020).


https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Maleki/Behrooz
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Figura 31: DSC das amostras de vaterita e meHAp
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Fonte: Elaborado pela autora.

O termograma de DSC da amostra de meHAp apresenta dois principais eventos
endotérmicos nas temperaturas de 47,8°C e 98,9°C relacionados a perda de umidade das
amostras. A amostra sintetizada apresenta dois eventos exotérmicos nas temperaturas de
249,9°C e 307°C atribuidos aos processos de cristalizagdo da fase amorfa da amostra (Alsharif

etal.,2019; Maleki et al., 2019).

5.1.5 Difracao de raios X (DRX)

A vaterita e as meHADp sintetizadas foram caracterizadas por difracdo de raios x (figuras
32 e 33, respectivamente)

A analise de DRX permitiu a identificacdo da amostra de vaterita utilizando o padrado
(JCPDS-ICDD ntimero 00-033-0268), que apresenta a formula: CaCOsze os seguintes
pardmetros de rede a=7,1473 A, b=7,1473 A e c=16,91 A. Foi detectado também um padrio
correspondente a uma amostra de carbonato de calcio, identificado pela ficha (JCPDS—I1CDD
numero 00-001-1032), devido a alguma impureza da amostra sintetizada. Bastrzyk e
colaboradores (2018) identificam uma amostra de vaterita pela presenca dos seguintes picos
no grafico: 24.9°, 27.2°; 32.9°; 43.1°; 50.2°. A amostra sintetizada apresenta todos os picos

correspondentes.
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https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Maleki/Behrooz

Figura 32: DRX da amostra de vaterita
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Figura 33: DRX meHAp
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A analise de DRX da amostra de meHAp apresentou dois padrdes correspondentes a
formulagdo, de acordo com as fichas: (JCPDS-ICDD ntimero 00-003-0747 que apresenta a
seguinte formula Caio(PO4)s(OH)2) ¢ (JCPDS-ICDD numero 01-084-1998 que apresenta a



seguinte formula Cas(PO4)3(OH)). Khalid e colaboradores (2022) identificam uma amostra de
HAp pela presenca dos seguintes picos no grafico: 25,7°; 31,8°; 39,8°; 46,6° ¢ 49,3°. A amostra
apresenta todos os picos em questao.

A andlise também identificou um padrao correspondente a brushita, de acordo com a
ficha (JCPDS-ICDD numero 00-004-0740 que apresenta a formula CaHPO4.2H,0) e um
padrdo correspondente ao fosfato bicalcico de acordo com a ficha (JCPDS-ICDD namero 00-
011-0184). A brushita ¢ uma forma metaestavel formada durante o processo de nucleacao da
hidroxiapatita. O fosfato bicalcico apresenta estrutura quimica semelhante a da brushita
(CaHPOs) e ¢ citado na literatura como uma forma cristalina de fosfato de calcio (Montes-

Hernandez; Erenard et al., 2020; Lu et al., 2020).
5.1.6 Espectroscopia Raman

A vaterita e as meHAp sintetizadas foram caracterizadas por espectroscopia Raman

(Figuras 34 e 35, respectivamente).
Figura 34: Espectro Raman de vaterita.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A atribui¢do das bandas referentes a espectroscopia Raman da vaterita (Tabela 7) foram

feitas de acordo com o descrito por Matroodi e Tavassoli (2014) e Shah (2021). A andlise dos


https://www.nature.com/articles/s41467-020-15333-6#auth-Bing_Qiang-Lu-Aff1

dados obtidos permite a observacdo do grupo carbonato (CO3*) na amostra de vaterita

sintetizada.
Tabela 7: Atribuicao das bandas do RAMAN vaterita
Banda Atribuicao
712 Deformagao simétrica C - O
1069 Estiramento simétrico C - O
1087 Estiramento simétrico C - O
1436 Estiramento assimétrico C - O
Fonte: Elaborado pela autora.
Figura 35: Espectro RAMAN das meHAp
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Fonte: Elaborado pela autora.

A atribui¢do das bandas referentes a espectroscopia Raman das meHAp (Tabela 7)
foram feitas de acordo com o descrito por Montes-Hernandez e colaboradores (2020), Shah
(2021) e Mohonta e colaboradores (2021). A tabela 8 permite a observacao de dois principais
picos caracteristicos da hidroxiapatita, na regido de 960 cm!correspondente ao grupo fosfato

(PO4+*) e na regidio de 1070 cm™! correspondente ao grupo carbonato (CO3%).



Tabela 8: Espectro RAMAN das meHAp

Banda Atribuicao
429 Estiramento P - O
591 Flexao P - O
959 Estiramento simétrico P - O
1019 Estiramento simétrico P - O
1071 Estiramento simétrico C - O

Fonte: Elaborado pela autora
5.1.7 Espectroscopia por energia dispersiva (EDX)

Foram realizadas andlises utilizando EDX para as amostras de vaterita (figura 36, tabela

9), meHAp (figura 37, tabela 10) e de meHApCIAIPc (figura 38, tabela 11) sintetizadas.

Tabela 9: EDX da amostra de vaterita

Elemento % na composi¢ao da amostra
Ca 61,7
Cl 37,5
S 0,8

Fonte: Elaborado pela autora


https://www.thermofisher.com/br/pt/home/materials-science/eds-technology.html
https://www.thermofisher.com/br/pt/home/materials-science/eds-technology.html

Figura 36: Grafico de EDX da amostra de vaterita
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Fonte: Elaborado pela autora

Nas leituras das amostras de vaterita foi possivel identificar a presenga de calcio e de
residuos de enxofre e cloro, provenientes respectivamente do poli (4-estireno sulfonato de

sodio) (PSS) e cloreto de calcio utilizados na sintese.

Tabela 10: EDX da amostra de meHAp

Elemento % na composicio da amostra
Ca 18
P 8
OH 76

Fonte: Elaborado pela autora.



Figura 37: Grafico de EDX da amostra de meHAp
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nas leituras referentes as amostras de meHAp foram encontrados os elementos célcio,

fosforo, oxigénio e hidrogénio, todos presentes na composi¢ao da hidroxiapatita.

Tabela 11: EDX da amostra de meHApCIlAIPc

Elemento % na composicao da amostra
Ca 67,5
P 24,8
5,6
Cl 2,1

Fonte: Elaborado pela autora.



Figura 38: EDX da amostra de meHApClAIPc
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nas leituras referentes as amostras de meHApCIAIPc foram encontrados os elementos
calcio, fosforo, cloro (proveninentes da meHAp e CAIPc analisadas) e enxofre (que assim como
na amostra de vaterita ¢ um residuo do poli (4-estireno sulfonato de so6dio) (PSS) utilizado no

processo de sintese.

5.1.8 Estudos espectroscopicos no ultravioleta visivel

As amostras de meHAp foram carregadas com ClAlPc e posteriormente analisadas por
espectroscopia no UV-Vis, a ClIAIPc em sua forma livre (isolada do sistema) também foi

analisada (Figura 39)



Figura 39: Curva normalizada da CIAIPc livre e encapsulada
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Fonte: Elaborado pela autora.

Ao comparar o espectro correspondente a ClAIPc (livre) e o espectro correspondente
as meHApCIAIPc (encapsulado) ndo se observa a formacdo de nenhum novo pico, um
indicativo de que ndo se formaram agregados na formulacdo das meHAp, o que levaria a
alteracdo das propriedades espectrais do sistema sintetizado (Antina et al., 2024).

A amostra correspondente a meHApCIAIPc apresentou méaxima absor¢do em 672 nm e
a CIAIPc em sua forma isolada apresentou valor maximo em 674 nm. Um FS adequado para
uso em terapia fotodindmica deve apresentar absor¢ao dentro da faixa de 600-800nm, regido
da janela terapéutica. FS’s inorganicos tem mais facilidade em converter energia pelos
mecanismos usados na TFD. A amostra correspondente a meHApCIAIPc apresentou méaxima
absor¢cdo em 672nm, dentro da regido caracteristica da CIAIPc (Mfouo-Tynga et.al., 2021,
Zhou et.al., 2021).

Para avaliacdo do comportamento da C1AIPc em diferentes concentragdes foi realizada
uma curva de calibragdo do FS (Figura 40). As dilui¢des para a realiza¢do da andlise foram
feitas com base em uma solugio estoque de concentragio 1x10*mol.L"! do FS, diluido em

solucdo alcoolica de DMSO.



Figura 40: a) Curva de calibra¢dao da CIAIPc, b) Linear Fit da concentra¢do x absorbancia
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Fonte: Elaborado pela autora.

A ClAlPc apresentou comportamento monomérico na faixa de concentragdo estudada
(de 0,5 até 5,0 umol.L") figura 40a). A regressdo linear realizada a partir dos estudos
espectrofotométricos apresentou excelentes coeficiente de correlagdo (r = 0,99316) e de
determinagio (R? = 0,98636) e a equagdo linear obtida foi: absorbancia = 0,00574.
[Concentracio de CIAIPc, pumol. L] + 0,01718 (figura 40b).

A realizagdo da curva de calibragdo e das analises espectroscopicas das meHApCIAIPc
permitiram a quantificag¢do da eficiéncia de encapsulamento do sistema, que foi de 57.8%. Lie
colaboradores (2021) obtiveram eficiéncia de 30,20% no encapsulamento de sinvastatina em

microesferas de hidroxiapatita produzidas por método hidrotérmico.
5.1.9 Internalizaciao do FS
O estudo de internalizagdo (Figura 41) foi realizado a partir do uso do DAPI, um corante

especifico para DNA, que apresenta aumento de seu coeficiente de excitagao quando ligado ao

material genético da cultura celular analisada (Simolitinas ef al., 2021).


https://sciprofiles.com/profile/883846?utm_source=mdpi.com&utm_medium=website&utm_campaign=avatar_name

Figura 41: Imagem capturada com microscopio confocal de varredura mostrando o FS no
interior da célula de gliosarcoma, apds uma hora de incubagao das meHApCIAIPc nas
concentragdes de 250 ug.ml! e 125 ug.ml!
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Fonte: Elaborado pela autora.

A partir da imagem obtida através da microscopia confocal de fluorescéncia ¢ possivel
observar o acumulo do sistema meHApCIAIPc no interior das células testadas, comprovado
pela imagem do overlap de ambos os materiais (DAPI e CIAIPc).

A absor¢do de substincias pelas células pode por endocitose. O fendmeno pode
prosseguir por duas vias: fagocitose (fendmeno onde ocorre a absor¢do de particulas grandes)
e pinocitose (fendmeno onde ocorre a absor¢do de fluidos) (Nelemans; Gurevich, 2020).

Se tratando de células cancerigenas, o acumulo de DDS ocorre de duas maneiras:
direcionamento ativo e passivo. O direcionamento ativo ocorre a partir do processo de
funcionalizacdo do sistema escolhido, onde sdo empregados ligantes especificos para os
componentes presentes nas células. J& no direcionamento passivo, o acimulo do sistema na
célula ocorre mediado pelo efeito EPR. Ambos os fendmenos podem ocorrer simultaneamente

(Sanita et al., 2020).

5.1.10 Analise da viabilidade celular pelo método de exclusio com azul de tripan

O Azul de tripan € um corante que tem a capacidade de permear em células mortas ou

em processo de morte celular, conferindo ao citoplasma das mesmas a colora¢do azul e


https://sciprofiles.com/profile/941553?utm_source=mdpi.com&utm_medium=website&utm_campaign=avatar_name
https://sciprofiles.com/profile/611452?utm_source=mdpi.com&utm_medium=website&utm_campaign=avatar_name

permitindo a diferenciacdo com o grupo de células vidveis apos os testes de interesse com o
grupo celular escolhido (Babakhanova et al., 2022; Chan; Rice; Qiu, 2020). A figura 42

apresenta a viabilidade celular das células 91/lacZ ap6s exposi¢ao a TFD.

Figura 42: Impacto dos tratamentos na viabilidade de gliosarcoma 91/lacZ apos os tratamentos
no escuro ¢ irradiados utilizando as meHApCIAIPc
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Fonte: Elaborado pela autora.

As meHAp também foram testadas na forma vazia (na auséncia da ClAlIPc). A
formulag@o ndo apresentou citotoxicidade para a cultura o gliosarcoma ap6s 1h de incubagdo,
portanto, os dados ndo estdo representados no grafico.

Foi observada citotoxicidade da CIAIPc nas concentragdes de 2.000-500pg.mL!,
enquanto as concentra¢des de 250-62,5 pg.mL! ndo apresentaram citotoxicidade. No entanto,
apos irradiacdo, as concentragdes de 250-62,5 png.mL! reduziram a viabilidade das células de
gliosarcoma em mais de 98%.

Em comparagao, Elfeky e colaboradores (2020) realizaram o tratamento de células de
osteossarcoma 0sseo humano (Saos-2) utilizando nanoparticulas de hidroxiapatita encapsuladas
com azul de metileno, obtendo redu¢do de apenas 10% na viabilidade celular utilizando uma

concentragdo de 100 pg.mL'no grupo irradiado.



5.2 HIDROGEL PVA/ GELATINA

5.2.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

O hidrogel de PVA/Gelatina e seus derivados foram analisados por MEV (Figura 43-
46).

Figura 43: Micrografia obtida por MEV do hidrogel de PV A/Gelatina
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Fonte: Elaborado pela autora.

O hidrogel ¢ formado por uma rede polimérica tridimensional e interconectada, o que
pode ser observado na microscopia do hidrogel sintetizado. A concentracdo de gelatina presente
na sintese do hidrogel pode influenciar a formagao das cadeias presentes no sistema, sendo que
em concentragdes maiores de 5% a tendéncia € que se forme uma rede mais compacta
(Rodriguez-Rodriguez et al., 2019; Yazdia et al., 2020).

A formacdo da rede tridimensional do hidrogel impacta na sua capacidade de
intumescimento e consequentemente na sua capacidade de carregamento com substancias de
interesse para a formagdo de um sistema de liberacao modificada. A reticulagdo € diretamente

relacionada com este fenomeno, sendo que a baixa reticulacdo pode levar a ndo formacao da



rede do hidrogel, e que a reticulagdo em excesso pode formar redes muito rigidas (Rodriguez-
Rodriguez et al., 2019; Yu; Ji; Ran, 2021).

A formagdo das cadeias do hidrogel ¢ derivada da reacdo de esterificacdo entre o grupo
OH do PVA e o grupo COOH da gelatina, que ocorre na presenca do acido cloridrico que atua

como reticulante (Salahuddin ef a/.,2021; Yu; Ji; Ran, 2021).

Figura 44: Micrografia obtida por MEV do hidrogel Cl1A1Pc
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Fonte: Elaborado pela autora.

A Figura 44 permite a observagdo de que o processo de encapsulamento com a CIAIPc
ndo alterou a estrutura tridimensional j4 conhecida do hidrogel. De acordo com Far e
colaboradores (2024), o processo de encapsulamento do hidrogel tem como objetivo manter o
medicamento ou o FS de interesse dentro da estrutura do hidrogel e proporcionar a sua liberagao

de maneira controlada no organismo ou no ambiente de estudo em questdo (Far ef al., 2024).



Figura 45: Micrografia obtida por MEV do hidrogel meHAp
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 46: Micrografia obtida por MEV do hidrogel meHApCIlAIPc
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Fonte: Elaborado pela autora.



As Figuras 45 e 46 permitem a observagdo da cadeia tridimensional caracteristica do
hidrogel com a presenca de meHAp e meHApCIAIPc dispersas em sua superficie. As imagens
do hidrogel de quitosana e laponita, enxertado com HAp para a producao de scaffolds produzido
por Heragh e colaboradores (2021) mostram a superficie do hidrogel dispersa com a HAp e

uma pequena altera¢do de sua rugosidade devido ao processo de encapsulamento.

5.2.2 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

O hidrogel de PVA/Gelatina foi analisado por FTIR juntamente com os seus polimeros

base: gelatina e PVA (Figura 47).

Figura 47: Espectro de FTIR das amostras do Hidrogel de PV A/Gelatina, da gelatina e do
PVA
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Fonte: Elaborado pela autora.

As atribui¢des de banda dos espectros de FTIR das amostras de gelatina, PVA e do
hidrogel de PVA/Gelatina estao apresentadas na Tabela 12



Tabela 12: Atribuicdo de bandas de FTIR para as amostras de gelatina, PVA e hidrogel de

PVA e gelatina
Gelatina PVA Hidrogel
Banda Atribuicio Banda Atribuic¢io Banda Atribuicio
1025 Estiramento 830 Deformagao 1028 Estiramento
C-O0 C-H (fora do C-O0
plano)

1079 e 943 Estiramento 1081 Estiramento

C-H 0-C-O0

1236 Estiramento 1020 Estiramento 1234 Estiramento

C-N e N-H C-O C-C
(Amida III)

1329 Oscilagao da 1083 Estiramento 1328 Oscilagao da
cadeia lateral C-O cadeia
de  prolina lateral de
(aminoacido) prolina

(aminoacido

1446 Estiramento 1242 Estiramento 1400 Estiramento

C-N Cc-C C-0-C
1522 Flexdo N-H 1326 Estiramento 1447 Estiramento
e C-H C-N
Estiramento
C-H
(Amida I)
1636 Flexdo C-O 1374 Estiramento 1531 Flexdao N-H
(Amida I) C-0-C e
Estiramento
C-H
(Amida I)
2936 Estiramento 1424 Flexdo 1626 Flexdo C-O
C-H O-H (Amida I)
3075 Estiramento 1715 Estiramento 2937 Estiramento
C-H C-O C-H
(assimétrico)
3288 Estiramento 1734 Estiramento 3059 Estiramento
O-H C-O C-H
2908 Estiramento 3284 Estiramento
C-H O-H
(simétrico)
------------ 2940 Estiramento  ---------- —————
C-H
(assimétrico)
------------ 3299 Estiramento ————— ————-
O-H

Fonte: Adaptado de Salaheldin e colaboradores (2017), Hassan e colaboradores
(2021), Tsioptsias e colaboradores (2023), Kovtun e colaboradores (2024), Mohammed e
colaboradores (2025) e Chi e colaboradores (2022).



Apds a comparag@o dos picos referentes a Gelatina, PVA e do hidrogel observa-se que
na amostra do sistema formado (hidrogel) ndo existe nenhuma nova banda, apenas as
correspondentes a Gelatina e ao PVA.

Foram realizados também espectros comparativos referentes as amostras de hidrogel
encapsuladas (Figuras 48, 49, 50). A partir das atribuicdes referentes as formulagdes meHAp,
meHApCIAIPc, ClAIPc e do hidrogel (tabelas 4,5 e 12) foi realizada a atribuigdo referente as
amostras de hidrogel encapsuladas (Tabela 13).

A Figura 48 permite a observacao do processo de encapsulamento do hidrogel CI1AIPc
(via adsorc¢do fisica), evidenciado por um alongamento na banda proxima a regido de 1000 cm”

I referente as vibra¢des do nacleo da C1AIPc.

Figura 48: Espectro de FTIR das amostras do Hidrogel de PVA/Gelatina, da Cl1AIPc e do
hidrogel CIAIPc
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Fonte: Elaborado pela autora
A figura 49 evidencia o encapsulamento das meHAp no hidrogel, também via

adsorc¢ao fisica, evidenciado pelo surgimento de bandas referentes ao Estiramento C-O

(872cm™) estiramento P-O (1029 cm™) e a flexfio P-O (511 cm™).



Figura 49: Espectro de FTIR das amostras do Hidrogel de PV A/Gelatina, da meHAp e do

hidrogel meHAp
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Fonte: Elaborado pela autora

A figura 50 apresenta o processo de encapsulamento do hidrogel com as meHApCIAIPc,
realizado via adsorgdo fisica e evidenciado pelo alongamento na banda da regido de 1000cm™!
e pela presenca das bandas referentes ao nucleo da CIAIPc (948 cm™), e a presenga do

estiramento P-O (554 cm™).



Figura 50: Espectro de FTIR das amostras do Hidrogel de PV A/Gelatina, das meHAp ClAIPc
e do Hidrogel meHApCIAIPc
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Tabela 13: Atribui¢des de bandas de FTIR para as amostras de hidrogel encapsuladas

Hidrogel CIAIPc Hidrogel meHAp Hidrogel meHApCIAIPc
Banda Atribuicao Banda Atribuicao Banda Atribuicao
874 Balango 511 Flexao 840 Balango
nucleo AlPc P-O nucleo
AlPc
955 Balan¢o 872 Estiramento 1027 Estiramento
nucleo AlPc C-O0 C-O0
973 Balango 1029 Estiramento 1065 Estiramento
nucleo AlPc C-O/P-O 0-C-O0
1019 Estiramento 1079 Estiramento 1080 Estiramento
C-O0 0-C-O0 0-C-O0
1083 Estiramento 1235 Estiramento 1237 Estiramento
0-C-O0 Cc-C C-C
1237 Estiramento 1332 Oscilagao da 1330 Oscilagao
Cc-C cadeia lateral da cadeia
de prolina lateral de
prolina
1334 Oscilagao da 1398 Estiramento 1448 Estiramento
cadeia lateral C-0-C C-N
de prolina
(aminoacido)
1400 Estiramento 1448 Estiramento 1543 Flexdao N-H
C-0-C C-N e
Estiramento
C-H
(Amida I)
1538 Flexdao N-H 1541 Flexdao N-H e 1632 Flexdo C-O
e Estiramento
Estiramento C-H
C-H (Amida I)
(Amida I)
2945 Estiramento 1624 Flexao C-O 3279 Estiramento
C-H O-H
(assimétrico)
3058 Estiramento 2942 Estiramento - —eeeeeeee
O-H C-H
(assimétrico)
3277 Estiramento 3071 Estiramento ~  —-------- e
O-H O-H
3295 Estiramento
O-H

Fonte: Adaptado de Salaheldin e colaboradores (2017), Hassan e colaboradores (2021),
Tsioptsias e colaboradores (2023), Kovtun e colaboradores (2024), Mohammed e

colaboradores (2025), Chi e colaboradores (2022), Longkaew e colaboradores (2023), Song e

colaboradores (2021), Senarathna e colaboradores (2020) ¢ Ye e colaboradores (2023),
Wang, Yan e Chen (2021), Yao e colaboradores (2021) e Zubieta-Otero e colaboradores

(2021)
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5.2.3 Termogravimetria (TGA)

O hidrogel, juntamente com os seus polimeros formadores, foi analisado por

termogravimetria (figura 51).

Figura 51: Termograma do hidrogel de PVA/Gelatina, da gelatina e do PVA
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Fonte: Elaborado pela autora.

A andlise do termograma permite identificar 5 regides de perda de massa que podem
ser separadas em dois grupos: o primeiro em 231°C, referente a remoc¢ao de 4gua adsorvida no
hidrogel e o segundo em 380,9°C; 439,0°C; 522,6°C e 797,6°C referente a degradacao das
cadeias de proteinas na molécula de gelatina e remogdo do grupo OH na cadeia do PVA
(Skopinska-Wisniewska; Tuszynska; Olewnik-Kruszkowska, 2021; Matar; Andac; Elmas,
2022; Zeeshan et al., 2021; Campa-Siqueiros et al., 2020).

A andlise do termograma correspondente ao hidrogel de PVA/Gelatina permite a
observagao de 5 regides de perda de massa: 231,0°C (referente a remog¢dao de umidade do
material); 380,9°C (referente a quebra aleatoria das cadeias do PVA) e 439,0°C; 522,6°C e
797,6°C (correspondentes a degradagdo térmica completa da estrutura polimérica) (Hajibeygi;
Moradi; Vahabi, 2024; Qiao et al., 2024).

Além da analise do hidrogel foram obtidos termogramas referentes aos dois polimeros
formadores do sistema: gelatina e PVA. O termograma correspondente a gelatina permite a

observagao de 4 regides de perda de massa: 210,0 °C (referente a perda de umidade da amostra);


https://sciprofiles.com/profile/488905?utm_source=mdpi.com&utm_medium=website&utm_campaign=avatar_name

325,0°C (referente a decomposi¢do térmica da gelatina); 413,0°C (correspondente a quebra
completa das cadeias de proteinas) e 620,0°C (correspondente a degradagdo térmica completa
da estrutura polimérica (Magli et al., 2021; Choi et al., 2025; Qiao et al., 2024).

O termograma correspondente ao PVA apresenta 4 regides de perda de massa: 210,0°C
(referente a perda de umidade da amostra e a fusdo das cadeias de PVA); 338,0°C (referente a
degradagdo da estrutura do polimero); 437,0°C e 492,0°C (referentes aos processos finais da

degradacao térmica das cadeias) (Abd El-Mohdy; Aly, 2023; Bialik-Was et al., 2021).
5.2.4 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)
O hidrogel foi analisado por DSC (Figura 52).

Figura 52: DSC do hidrogel de PVA/ Gelatina, da Gelatina e do PVA
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Fonte: Elaborado pela autora

O termograma correspondente a gelatina apresenta 3 picos endotérmicos em: 92°C
(referente a mudanca conformacional na cadeia polimérica, correspondente a transicao de hélice
para espiral); 145°C (referente a mudanca de conformacao das ligagdes peptidicas na gelatina)
e 173°C (referente ao processo de fusdo da cadeia). (Demircan; Mcclements; Velioglu, 2025;
Ng; Hadinoto, 2024; Harrazi ef al., 2024).

O termograma correspondente ao PVA apresenta 2 picos endotérmicos em 158°C

(atribuido ao relaxamento das ligagdes formadoras da cadeia do PVA) e 196°C (relacionado a



transicao de fusdo endotérmica, correspondente a temperatura total de degradacdo do PVA)
(Mandal; Dasmahapatra, 2021; Moradinezhad; Hedayati; Ansarifar, 2023).

Ja o termograma correspondente ao hidrogel apresenta apenas um evento endotérmico
localizado em 92°C. O evento se localiza entre as temperaturas de transi¢do vitrea da gelatina
e do PVA, 90°C e 140°C, respectivamente. A diferenca de regido apresentada para os eventos
endotérmicos com relacdo aos seus polimeros formadores se deve ao fato do processo de
mistura das duas cadeias poliméricas, resultando em uma cadeia com maior potencial amorfo.

(Mandal; Dasmahapatra, 2021; Tabassum; Pervaiz; Shoukat, 2022; Zulkiflee; Fauzi, 2021).

5.2.5 Grau de intumescimento (% GI)

Um sistema hidrogel pode apresentar intumescimento de até 1000x a sua massa, a
propriedade ¢ uma das mais importantes de um sistema, e ¢ influenciada por alguns parametros
como: comportamento hidrofilico ou hidrofobico dos polimeros base, interagdes
intermoleculares entre as cadeias do sistema, tamanho de poro da superficie e estrutura da
cadeia (Feng; Wang, 2023; Jiang; Li; Han, 2023; Louf et al., 2021). O equilibrio atingido no
processo de intumescimento de um sistema hidrogel se deve formacdo de ligacdes de
hidrogénio entre as cadeias alongadas no sistema (Lei et al., 2021).

O hidrogel sintetizado foi caracterizado em dois grupos: hidratado e liofilizado (figura
53, 54 e Tabela 14)

Figura 53: Gréfico de intumescimento da amostra de hidrogel liofilizado
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Fonte: Elaborado pela autora.
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https://www.science.org/doi/full/10.1126/sciadv.abd2711#con1

Figura 54: Gréfico de intumescimento da amostra de hidrogel hidratado
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Fonte: Elaborado pela autora.

A capacidade de intumescimento da gelatina depende de qual a sua base e qual o tipo
de tratamento empregado em sua formulagdo, que interferem em sua massa molecular e outras
propriedades como ponto isoelétrico. Quanto ao PV A, o intumescimento ¢ favorecido pela sua
hidrofilia do mesmo e por seu aumento na formulagdo do hidrogel a capacidade de

intumescimento ¢ diminuida (MICHELINI et al., 2020; Asy-Syifa et al., 2022).



Tabela 14:% GI médio do Hidrogel PVA/Gelatina

Amostras Hidratadas

Hidrogel Hidrogel Hidrogel Hidrogel
Tempo (min) PVA/Gelatina ClAlPc meHAp meHApCIAIPc
5 12,83167 12,23649 4,646313 1,146755
15 23,3798 18,57166 2,156542 2,283167
25 24,13202 28,92358 3,485054 3,498299
35 51,56683 29,47164 1,744452 4,751144
45 36,52299 30,29821 3,769819 5,736787
55 38,24996 35,89532 23,26265 5,326067
60 43,15214 38,93713 13,18066 13,89055
Amostras Liofilizadas
Hidrogel Hidrogel Hidrogel Hidrogel
Tempo (min) PVA/Gelatina ClAlIPc meHAp meHApCIAIPc
5 309,2045 295,5129 239,5377 318,1137
15 528,0345 410,4479 388,7497 390,3015
25 644,0845 488,6414 446,0647 501,6864
35 598,9107 585,7137 511,0384 508,7732
45 786,116 699,1674 561,4883 681,058
55 643,4959 660,0494 645,2094 674,0861
60 783,0093 633,9742 652,9872 695,2747

Fonte: Elaborada pela autora

O hidrogel de PVA/Gelatina sintetizado apresentou grau de intumescimento médio de
32,8% em sua forma hidratada e 613,3% em sua forma liofilizada. O processo de
intumescimento ocorre devido a diferengca de concentragdes entre o solvente utilizado e o
hidrogel, a pressao osmotica ¢ a forca responsavel pelo mesmo (Bayat; Baghani, 2021).

No inicio da ocorréncia do fendmeno as moléculas de dgua atuam se ligando a grupos
funcionais polares na superficie do polimero (recebe o nome de agua ligada) e em sequéncia
ocorre a ligagdo com as moléculas de agua ligada (dgua intermediaria) (Vigata et al., 2021).

Utilizando PVA e gelatina de pele de peixe na formulacdo do hidrogel Ren e
colaboradores (2020) obtiveram capacidade de intumescimento de aproximadamente 20% na
primeira hora de teste.

A formulagdo de hidrogel encapsulada com CIAIPc apresentou um grau médio de
intumescimento de 539,07% na forma liofilizada e 27,76% na forma hidratada. A formulacao
encapsulada com meHApCIAIPc apresentou um grau médio de intumescimento de 538,47%

em sua forma liofilizada e 5,23% em sua forma hidratada. A formulacdo encapsulada com



apenas com as meHAp apresentou um grau médio de intumescimento de 492,16% em sua
forma liofilizada e 7,46% em sua forma hidratada.

Comparando as amostras na presenca ¢ na auséncia das meHAp observa-se que as
formulag¢des onde o material ceramico esta presente apresentam valores de %GI menores, uma
vez que, a meHAp atua como um reforgo na estrutura do hidrogel, impedindo a expansdo
necessaria para a ocorréncia do processo de intumescimento (Sharika; Mohanan, 2021).

Na comparagao entre as duas formula¢des de hidrogel contendo as meHAp (vazia e
encapsulada), nota-se que a formulacdo encapsulada apresenta menor capacidade de
intumescimento, uma vez que o espaco disponivel na cadeia ¢ menor com a presenga da

CIAlPc.

5.2.6 Estudos espectroscépicos no ultravioleta visivel (UV-VIS)

Todas as formulag¢des de hidrogel encapsuladas com ClAIPc e a CIAIPc em sua forma

isolada foram avaliadas por meio de espectroscopia no UV-Vis (Figura 55).

Figura 55: Espectro de Uv-Vis das amostras de hidrogel contendo CIAIPc
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Fonte: Elaborado pela autora.

Como ja descrito anteriormente, a CIAIPc em sua forma isolada apresentou absorbéancia
maxima de 674 nm (caracteristica da banda Q), a meHApCIAIPc apresentou absorbancia
maxima de 672 nm, o hidrogel C1AIPc apresentou absorbancia maxima de 674 nm e o hidrogel

meHApCIAIPc apresentou absorbancia maxima de 674 nm. Assim como nos resultados



apresentados por Beton-Mysur colaboradores (2025) as amostras contendo CIAIPc apresentam
duas absorbancias correspondentes a banda Q, uma de menor intensidade na regido de 610 nm
(baixa intensidade) e outra na regido de 674 nm (alta intensidade).

De acordo com Marifio-Ocampo e colaboradores (2023), algumas propriedades dos FS
podem ser benéficas aos tratamentos utilizando a TFD, sdo elas: alta geragdo de ROS,
fotoestabilidade e absor¢do em comprimento de onda elevado (apresentada por todas as
formulacdes sintetizadas) e que favorece a penetragdo da luz e a efetividade do tratamento.

A partir da observagdo da figura 55 constata-se que nenhum dos processos de
encapsulamento (tanto na formulagdo de hidrogel quando na formulagdo das meHAp alterou
as propriedades espectrais da C1AIPc). Em sistemas encapsulados por meio da dissolucao do
PS ou no sistema nanoparticulado, deve-se observar os impactos da cadeia polimérica utilizada
nas propriedades fisico-quimicas do FS, sua eficiéncia de encapsulamento e liberagdo (Costa;
Fangueiro; Ferreira, 2022). A alteragdo do perfil espectral do PS devida ao processo de
encapsulamento ¢ o reflexo de processos de agregacdo do PS, que leva a reducdo de
absorbancia, diminui¢do do tempo de vida do estado triplete e queda dos rendimentos de
fluorescéncia, ambos processos negativos para a eficiéncia da TFD.

A espectroscopia no ultravioleta visivel também foi utilizada para avaliagdo da EEh nas
duas formulacdes de hidrogel contendo FS (hidrogel CIAIPc e hidrogel meHApCIlAIPc),
resultando em EEh de 98,64% (hidrogel de ClAIPc) e 99,99% (hidrogel de meHApCIAIPc).
Embora o processo consista apenas em mistura, devido a agitacdo mecanica, em alguns casos
podem permanecer fragdes nao dissolvidas apods o processo de gelificagdo. De acordo com o
estudo realizado por Sarmah e colaboradores (2023) a quantidade de FS carregada no sistema
pode acarretar perdas na eficiéncia do processo de encapsulamento, neste estudo obteve-se EE
de 86,87% utilizando como base um hidrogel de amido e 4gar carregado com cloridrato de

ciprofloxacina hidratado.

5.2.7 Estudo de liberacio do hidrogel

O estudo de liberagao (Figura 56) foi realizado para comparar a liberacdo mediada pelo

hidrogel CIAIPc em comparag¢ao com o hidrogel meHApCIlAIPc



Figura 56: Grafico de acompanhamento da libera¢ao de CIAIPc das amostras de hidrogel
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Fonte: Elaborado pela autora.

De acordo com os perfis apresentados pelos dois sistemas, observa-se que o sistema
hidrogel contendo apenas a CIAlIPc apresenta maior taxa de liberagdo (94,32 = 7,03 %)
enquanto o sistema contendo meHApCIAIPc apresenta taxa de liberagao de 45,6 + 8,59 %.

Sabe- se que a liberagdo de um sistema hidrogel pode ser mediada por 3 principais
fatores: difusdo, intumescimento e erosao, sendo que nestes sistemas € mais provavel que tenha
ocorrido uma mescla entre o processo de difusdo e de erosdo, visto que ao final do tempo de
estudo a amostra de hidrogel se desfez (Lu, 2024).

A diferenca entre os valores de liberacao apresentados pelo hidrogel contendo a C1AIPc
se devem ao fato de que o sistema apresenta uma dupla camada de encapsulamento, uma vez
que a CIAIPc esta inicialmente inserida nas meHAp e este sistema se encontra retido na cadeia
do hidrogel. Wang e colaboradores (2024) apresentam a discussdo de que muitas vezes a cadeia
polimérica de um hidrogel ndo apresenta propriedades mecanicas necessarias para mimetizar
os tecidos naturais do corpo humano, sendo necessaria a aplicagdo de um material ceramico
como reforco a esta cadeia (Wang et al., 2024).

Porém, assim como nos resultados de intumescimento apresentados no item 5.2.5

observa-se que a presenca das meHAp como refor¢o na cadeia do hidrogel de PVA/Gelatina



resulta em diminuicdo da mobilidade necessaria para o processo de intumescimento e

consequentemente de liberagdao da CIAIPc.

5.2.8 Estudos in vitro em cepas de gliosarcoma

As amostras de hidrogel foram avaliadas quanto a sua internaliza¢do e quanto a

viabilidade celular utilizando cepas de gliosarcoma 9L/LacZ

5.2.8.1 Internalizacdo celular

A figura 57 apresenta a internalizacdo do composto observada apds 30 min de incubacao

com as células de gliosarcoma, em ambas as concentragdes testadas.

Figura 57: Imagem capturada com microscopio confocal de varredura mostando o sistema
hidrogel no interior da célula de gliosarcoma, apds uma hora de incubagao para as duas
amostras de hidrogel contendo CIAIPc
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Fonte: Elaborado pela autora

A formulacdo de hidrogel meHApCIAIPc apresentou niveis de internalizag@o inferiores
quando comparada a formulagdo de hidrogel CIAIPc, devido a sua composi¢ao e a disposi¢ao
das microesferas de hidroxiapatita na superficie do hidrogel. De acordo com Cheng e

colaboradores (2022), uma das alternativas para a administracao direta de hidrogel, combinada



com TFD, ¢ o uso de hidrogel na forma injetavel, que teria de ser realizada antes da completa
gelificagdo do material.

De acordo com Sulaiman e colaboradores (2020) uma das alternativas para a
administracado de DDS em tratamentos de tumores cerebrais € a injecdo in situ de hidrogéis
contendo sistemas nanoparticulados, facilitada pela estrutura nanométrica dos mesmos, neste
estudo foi realizada uma injecdo do medicamento lauroil-gemcitabina carregado em

nanocapsulas lipidicas associado a um hidrogel, também para tratamento de gliosarcoma.

5.2.8.2 Anadalise da viabilidade celular com teste de exclusdo com azul de tripan

Por meio dos gréaficos (figura 58), ¢ possivel observar que nos grupos TFD nas
concentragdes testadas, houve reducdo da viabilidade celular de 98,79% para o hidrogel CIAIPc
e 97,94% para o hidrogel contendo meHApCIlAIPc. Esses dados refor¢am que a agao citotoxica
observada esta diretamente relacionada a ativacao do FS pela luz, induzindo a geracdao de ROS,
responsaveis por danos oxidativos irreversiveis em estruturas como membranas, mitocondrias
e DNA. Além disso, quando comparadas as concentracdes testadas, o hidrogel meHApCIAIPc
(160 pg.mL") apresenta concentracdo de FS 20x menor que a concentragio do hidrogel C1A1Pc
(3400 pg.mL'), apresentando potencial de redu¢io na viabilidade muito semelhante a
apresentada pelo hidrogel contendo apenas o FS, comprovando a maximizacdo do efeito
fotodinamico devida a presenca das microesferas com mensuravel redugdo da concentragao
utilizada.

A expressiva redu¢do na dosagem terapéutica (superior a 95% em comparag¢do a
formulagdo somente com o fotossensibilizador) evidencia o papel sinérgico das microesferas
de hidroxiapatita. Além de otimizar a terapia fotodinamica contra sistemas neoplasicos, essa
diminui¢do drastica na concentragao minimiza riscos de toxicidade sistémica e efeitos colaterais
indesejados, superando limitagdes criticas das terapias convencionais

Ja nos grupos escuros (hidrogel vazio e hidrogel meHAp) a reducdo da viabilidade para
as duas concentragdes foi menor que 10%, demonstrando que de maneira isolada do FS e dos

processos de irradiagdo os mesmos nao oferecem danos significativos as células.



Figura 58: Analise da viabilidade de gliossarcoma 24 horas apés a TFD. E apresentado o
grafico do grupo escuro e irradiado tanto com o FS — hidrogel, quanto do hidrogel vazio. As
diferengas estaticas foram obtidas pela analise de variancia (ANOVA = p<0 e estdo
assinaladas com simbolos: (*# *) para comparacao dos grupos.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Em relagdo a presenca de hidroxiapatita (testada tanto no grupo controle vazio quanto
no grupo carregado com meHAp), Sarita e colaboradores (2024) demonstraram, por meio de
testes com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), que as
formulacdes de hidrogel de quitosana, hidroxiapatita e dcido hialurdnico eram biocompativeis
e ndo toxicas para culturas de macrofagos J774. Park e colaboradores (2022) testaram
nanoparticulas de hidroxiapatita de manganés dopadas com amonia para o tratamento de
células MDA-MB-231 (cancer de mama triplo-negativo) e obtiveram uma redugao de 10% na
viabilidade celular na concentracdo de 50 pg'mL™" e uma reducao de 17% na viabilidade na
concentragdo de 250 pg-mL™". Utilizando um nanogel ndo polimérico a base de tolueno e
carregado com Rosa de Bengala e hipericina, Torres-Martinez e colaboradores (2022)
obtiveram uma redugdo de aproximadamente 80% na viabilidade celular usando células HT-
29 (adenocarcinoma colorretal).

A modalidade de tratamento combinado é uma alternativa a ser considerada, uma vez
que, de acordo com Pesce e colaboradores (2025) a ressecc¢do cirargica do gliosarcoma ¢
dificultada pois o tumor apresenta altas taxas de infiltragdo e o processo cirtirgico presa por nao
afetar as fungdes neurologicas circundantes. Cerca de 80% dos casos cirurgicos apresentar
reincidéncia por este motivo, que pode ser evitado com a aplicagdo do protocolo de TFD pds

cirurgia.



No contexto do gliossarcoma e do glioma, o uso de hidrogéis injetaveis como
reservatorios locais para a terapia fotodinamica (TFD) encontra-se em estagio pré-clinico, com
resultados promissores observados em modelos experimentais, especialmente no cenario pos-
resseccao tumoral. Essa estratégia visa o preenchimento da cavidade cirurgica com um hidrogel
capaz de promover a liberagdo sustentada do fotossensibilizador, isoladamente ou em
associacdo com outros fairmacos, aumentando a concentragdo local do agente terapéutico e
reduzindo a toxicidade sistémica (Cao et al, 2022; Gierlich et al., 2023; Gan et al., 2023).

Em tumores cerebrais, essa abordagem apresenta vantagens relevantes, incluindo
elevada retencdo local do farmaco, contorno parcial das limitagdes impostas pela barreira
hematoencefalica e a possibilidade de multiplas sessdes de irradiagdo a partir de uma tUnica

aplicagdo do hidrogel (Li ef al., 2023; Xiao et al., 2021; Meng et al., 2019).

5.2.9 Estudos in vitro em cepas de melanoma

As amostras de hidrogel foram avaliadas também em células de melanoma, quanto a sua

internalizacao e viabilidade celular.

5.2.9.1 Internalizacdio celular

A figura 59 apresenta a internalizac@o celular apresentada pelas amostras de hidrogel

apos 1h de incubagao.



Figura 59: Imagem capturada com microscopio confocal de varredura mostando o sistema
hidrogel no interior da célula de melanoma, apds uma hora de incubagao para as duas
amostras de hidrogel contendo CIAIPc.
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Fonte: Elaborado pela autora

A figura comprova a internaliza¢do dos grupos de hidrogel sintetizados em células de
melanoma, indicando a potencialidade do sistema também para tratamento topico. Muitas vezes
o uso de sistemas de liberacdo envolve o transporte de substancias por longas distancias no
organismo, € uma das alternativas aos obstaculos como mudanca de pH, flora intestinal etc € o
uso de um sistema transdérmico. De acordo com Obalola e colaboradores (2025) podem ser
utilizados como sistemas transdérmico: curativos, técnicas envolvendo microagulhamento de
hidrogel, géis e pomadas e spray.

De acordo com Xu e colaboradores (2022) a taxa de internalizacdo de sistemas
nanoparticulados por parte de células altamente malignas como o melanoma cutaneo ¢ maior
do que a apresentada por células saudaveis. Os autores destacam também que no caso das
formulacdes contendo hidroxiapatita o processo de internalizag¢do ocorre preferencialmente por

endocitose.



5.2.9.2 Analise da viabilidade celular com teste de exclusido com azul de tripan

A figura 60 apresenta o resultado da viabilidade celular da linhagem SK-MEL-28 apds
exposicao aos diferentes tratamentos experimentais, expressa em porcentagem em relacao ao

grupo controle.

Figura 60: Viabilidade de células SK-MEL-28 ap6s tratamento com os compostos, avaliados
nas condi¢des escuro e irradiado. Os resultados sdo expressos como porcentagem de
viabilidade celular em relagdao ao grupo controle. As diferencas estaticas foram obtidas pela
andlise de variancia (ANOVA = p<0,05) e estdo assinaladas com simbolos: (*) para
comparagao dos grupos.
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Fonte: Elaborado pela autora

O controle negativo manteve viabilidade proxima a 100%, confirmando condigdes
adequadas de cultivo e servindo como referéncia para comparagdo entre os grupos. Os
tratamentos contendo os quatro grupos de hidrogel apresentaram viabilidade celular proxima a
do grupo controle (acima de 95%).

Esses resultados indicam que os grupos analisados ndo apresentaram efeito citotoxico
significativo sobre as células SK-MEL-28 nas condi¢cdes testadas, indicando boa
biocompatibilidade das formulag¢des no escuro.

As formulagdes de hidrogel vazias (hidrogel vazio e hidrogel meHAp) apresentaram
viabilidade proxima de 100% quando expostas a irradiagdo com LED, demonstrando que
apenas a exposicao ao sistema ou a exposicao a fonte de luz ndo foi prejudicial as células,

demonstrando seguranga na auséncia da irradiagao.



Por outro lado, quando analisadas as formulagdes contendo FS (hidrogel CIAIPc e
hidrogel meHApCIlAIPc) apresentaram elevada reducdo na viabilidade celular quando expostos
a irradiagdo, o hidrogel Cl1AlPc apresentou redu¢do aproximada de 96,96% na viabilidade e o
hidrogel meHApCIlAIlPc apresentou redugdo de 100%, evidenciando efeito citotoxico e ativacao
fotodindmica da CIAIPc. Assim como nos resultados apresentados no item 5.2.8.2 foi
confirmado a maximiza¢do do potencial fotodindmico com a presenga das microesferas no
sistema hidrogel, com o emprego de uma formulagdo de concentragdo 20x menor que a
formulacao base, que contém apenas o FS.

No que diz respeito as formula¢des contendo as meHAp, Tang e colaboradores (2014)
relatam que tais formulag¢des apresentam propriedades antitumorais tanto in vitro como in vivo,
e que apresentam capacidade de inibi¢do de diversos tipos de cancer, como: melanoma, glioma,
cancer de mama e de célon.

Importante destacar que os grupos correspondentes aos carreadores vazios irradiados
(ClAIPc - livre + LED ¢ meHapClAlPc-vazio + LED) mantiveram viabilidade elevada,
semelhante ao controle, indicando auséncia de citotoxicidade, confirmando a especificidade e
o controle espacial do efeito fotodinamico, reforcando o potencial das formulacdes baseadas
em sistemas contendo a CIAIPc para aplicagdes terapéuticas direcionadas.

Aratjo e colaboradores (2023) obtiveram redugdo de até 50% aplicando protocolos de
irradiagdo de um hidrogel de quitosana e poloxamero 407 contendo clorofila A no tratamento
de uma linhagem celular de melanoma murino B16-F10. Tratando o mesmo grupo celular Yang
e colaboradores (2023) obtiveram redu¢do de aproximadamente 59% na viabilidade celular
utilizando hidrogel bioativo de melitina-RADA 3, (vacina bioativa).

A terapia fotodinamica (TFD) encontra-se bem estabelecida no tratamento de canceres
de pele ndo melanoma; entretanto, sua aplicacdo no melanoma permanece majoritariamente
experimental, sendo investigada sobretudo como estratégia adjuvante ou em modelos pré-
clinicos. Um dos principais desafios para a eficicia da TFD nesse contexto € a presenga da
melanina, que compete com o fotossensibilizador pela absorcdo da luz e exerce agdo
antioxidante (Udrea et al., 2023; Akasov et a./, 2019; Baldea et al., 2019; Li et al., 2020).

No melanoma, a melanina reduz a disponibilidade de luz para ativacdo do
fotossensibilizador e neutraliza espécies reativas de oxigénio (EROs), além de o tumor
apresentar mecanismos adicionais de defesa oxidativa e alteragcdes nas vias apoptoticas, o que
limita a eficacia da TFD convencional (Udrea et al., 2023; Akasov et al., 2019; Baldea et al.,
2019; Li et al., 2020).



Nesse cenario, o uso de hidrogéis na TFD para melanoma tem sido proposto como
estratégia para contornar limitagdes classicas, como a baixa solubilidade e estabilidade dos
fotossensibilizadores, a hipoxia tumoral e a toxicidade sist€émica. At¢ o momento, as evidéncias
disponiveis derivam predominantemente de estudos in vitro ¢ de modelos murinos (Udrea et

al., 2023; Akasov et al., 2019; Baldea et al., 2019; Li et al., 2020).



6 CONCLUSAO

A semelhanga da hidroxiapatita com o tecido 6sseo humano faz com que as formulagdes
apresentem biocompatibilidade, uma caracteristica desejavel para sistemas de liberagdo
modificada utilizados para diversas aplicagoes.

As meHAp sintetizadas a partir de templates de vaterita apresentaram morfologia
esférica, picos caracteristicos no FTIR e RAMAN e comportamento térmico e calorimétrico de
acordo com a literatura. Quando encapsuladas com a C1AIPc¢ o perfil espectral do composto nao
foi alterado, e a eficiéncia de encapsulamento obtida foi de 57.8%. A partir dos resultados dos
estudos in vitro observou-se o acumulo do sistema meHApCIAIPc no nucleo das células de
gliosarcoma 9l/lacZ bem como a reducdo de sua viabilidade celular em 98%.

A versatilidade dos sistemas hidrogel e a sua capacidade de intumescimento e
carregamento potencializam o seu uso como sistema de liberagdo modificada de farmacos.

O hidrogel de PVA/Gelatina sintetizado apresentou morfologia organizada em rede
tridimensional ¢ todos os picos caracteristicos de seus polimeros base no FTIR. O
comportamento térmico da amostra de hidrogel segue o modelo de seus polimeros base.
As amostras tanto liofilizadas quanto hidratadas apresentaram capacidades de intumescimento
de acordo com o descrito pela literatura. Os espectros de FTIR confirmam as mudangas
estruturais caracteristicas dos processos de encapsulamento do hidrogel com todas as
formulacdes com base nas meHAp. Os estudos no UV-Vis apontam que nao houve alteracdes
espectrais na CIAIPc e na meHApCIAIPc apds o encapsulamento no hidrogel. Os estudos de
liberacdo do hidrogel apontaram capacidade de liberacdo maior no hidrogel C1AIPc (94,32 %)
do que no hidrogel meHApCIAIPc (45,70%). Os estudos in vitro em gliosarcoma levaram a
redugdo de 98,97% e 97,94% e em testes utilizando melanoma foram identificadas reducdes de
96,96% para o hidrogel CIAIPc e de 100% para o hidrogel meHApCIAlPc.

Conclui-se que o hidrogel composto por microesferas de hidroxiapatita atua como um
sistema de entrega de alta performance, viabilizando o efeito fotodindmico com uma
concentragdo 20 vezes menor do que as formulagdes padrao. Este desempenho sugere que a
matriz hibrida promove uma dispersdao mais eficiente ou uma prote¢do superior do agente
fotossensibilizador, sendo uma estratégia promissora para o manejo de tumores e se destacando

com um sistema inovador para a area de engenharia biomédica.



7 PRODUCAO ACADEMICA

Com os resultados obtidos no doutorado (2022-2026) foram apresentados nove
trabalhos, sendo quatro no Congresso Digital de Nanobiotecnologia e Bioengenharia: “Sintese
e caracterizagdo de nanoesferas de hidroxiapatita como base para um sistema de liberagdo
controlada” (Il CDNB) (ANEXO A), “Hidrogel de gelatina e PVA como sistema de liberagao
modificada de farmacos” (IV CDNB) (ANEXO B), “Hidrogel de PVA - gelatina encapsulado
com Cloro Aluminio Ftalocianina para uso como sistema de liberagao modificada” (V CDNB)
(ANEXO C) e “Sistema hidrogel de blenda polimérica contendo microesferas de hidroxiapatita:
um estudo de intumescimento” (VI CDNB) (ANEXO D). Quatro trabalhos no Simposio de
Engenharia Biomédica do Vale do Paraiba (SEBVAP): “Microesferas de hidroxiapatita
encapsuladas com ftalocianina como sistema de liberagdo modificada de farmacos” (I
SEBVAP) (ANEXO E), “Microesferas de hidroxiapatita incorporadas em hidrogel de blenda
polimérica como template para um sistema de liberacdo modificada” (Il SEBVAP — trabalho
premiado em primeiro lugar) (ANEXO F-G), “Caracterizacdo de hidrogel fotossensivel de
blenda polimérica para aplicag@o na area biomédica” (III SEBVAP - trabalho premiado como
um dos melhores do evento) (ANEXO H-I) e “Hidrogel de blenda polimérica contendo
fotossensibilizador para uso como sistema de liberagdo modificada na area de engenharia
biomeédica” (IV SEBVAP) (ANEXO J)(. Durante o 2° Congresso Cientifico Tecnoldgico,
realizado durante o 3° Science & Business Connection foi apresentado o trabalho “Andlise
termogravimétrica e morfoldgica de um sistema hidrogel de blenda polimérica para aplicagdo
na drea de engenharia biomédica” (ANEXO K). Como parte das exigéncias do regimento do
programa para a obtengdo do titulo de doutora foi publicado um artigo académico
Hydroxyapatite microspheres used as a drug delivery system for gliosarcoma strain 9l/Lacz
treatment by photodynamic therapy protocols na revista Photodiagnosis and Photodynamic
Therapy (ANEXO L), o segundo artigo “ Hydrogel encapsulated with photosensitive
hydroxyapatite microspheres for application in the biomedical engineering area” foi submetido
na revista Biomaterials Advaances. Também foi publicado um artigo técnico intitulado “Uso
de template de vaterita na sintese de microesferas de hidroxiapatita por método hidrotérmico”

na Revista Técnica de Ceramica ¢ Vidro” (ANEXO M).


https://www.sciencedirect.com/journal/photodiagnosis-and-photodynamic-therapy
https://www.sciencedirect.com/journal/photodiagnosis-and-photodynamic-therapy
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: Hydroxyapatite (HAp) presents similarities with the human bone structure and presents properties
Chlﬂroﬂlﬂm"?mm phthalocyanine such as biodegradability, biocompatibility, and osteoconductivity, which favors its use in prostheses implants
Hydroxyapatite and enables its use as a vehicle for the delivery of photosensitizers (PS) from systems of release (DDS) for

Photodynamic therapy

Vaterite photodynamic therapy applications Methods: In this work was to synthesized hydroxyapatite microspheres

(meHAp), encapsulated with chloroaluminium phthalocyanine (CIAIPc), for DDS. meHAp was synthesized using
vaterite as a template. The drug was encapsulated by mixing meHAp and a 50.0 mg.mL'1 ClAIPc solution.
Photochemical, photophysical, and photobiological studies characterized the system. Results: The images from
the SEM analysis showed the spherical form of the particles. All spectroscopic results showed excellent photo-
physical parameters of the drug studied when served in the meHAp system. The incorporation efficiency was
57.8 %. The trypan blue exclusion test results showed a significant reduction (p < 0.05) in cell viability for the
groups treated with PDT at all concentrations above 250 pg.mL~". In 9 L/lacZ gliosarcoma cells, PDT mediated at
concentrations from 250 to 62.5 pg.mL ' reduced cell viability by more than 98 %. In the cell internalization
study, it was possible to observe the internalization of phthalocyanines at 37 °C, with the accumulation of PS in
the cytoplasm and inside the nucleus in the two tested concentrations. Conelusions: From all the results presented
throughout the article, the meHAp system shows promise for use as a modified release system (DSD) in
photodynamic therapy.
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Resumo

Este trabalho analisou a influéncia de parametros para otimizar a sin-
tese de microesferas de hidroxiapatita (meHAp) a partir de templates
de carbonato de calcio na fase de vaterita. Foram testadas diferentes
concentracdes de solucdo de fosfato de sddio e tempos na autocla-
ve pelo método hidrotérmico (via himida) a partir de solugdes pre-
cursoras de cloreto de calcio e carbonato de sédio na presenca de
poli-(4-estireno-sulfonato de sédio (PSS) como estabilizante de fase.
As amostras resultantes de todos os protocolos desenvolvidos foram
avaliadas a partir de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e a
sintese selecionada como padrdo foi analisada também por espec-
troscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR).

Beltrame Junior>, Andreza Ribeiro Simioni®

3 na Universidade do

a da Universidade do Vale

sidade do Vale do Parait

Doutora em Quimica

fonate (PSS)). The resulting samples from all protocols were evalua-
ted using scanning electron microscopy (SEM) and the synthesis cho-
sen as a standard was also analyzed by Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR). The synthesized microspheres showed spherical
morphology and FTIR bands corresponding to HAp structures in the
main regions: 3200 (referring to the O-H bond), 1400 (referring to the
C-O bond), 1018 (referring to the PSS) and 565 (referring to the P-O
bond). The results obtained indicate that the synthesis protocol allo-
wed obtaining HAp microspheres that can be used in the future as
controlled drug delivery systems.

Keywords: Hydroxyapatite, hydrothermal method, template and va-
terite
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