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Resumo

O trabalho aborda a sintese e caracterizagdo de um hidrogel de quitosana/gelatina incorporado com o
principio ativo azul de metileno como fotossensibilizador (FS) para aplicagdo futura em terapia
fotodindmica (TFD). O hidrogel foi sintetizado por meio da reticulacdo quimica, realizando a mistura
dos biopolimeros, seguida da incorporacdo do corante e a adicdo do agente reticulante formando o
sistema biocompésito (BC). Como caracterizacdo do BC foram realizadas as seguintes andlises:
microscopia eletrénica de varredura (MEV), espectroscopia no UV-Visivel e grau de intumescimento
(GI). As imagens de MEV apresentaram redes tridimensionais. As analises feitas no UV-Visivel ndo
apresentaram anormalidades nas propriedades do hidrogel. O teste de intumescimento mostrou boa
capacidade absortiva. A caracterizacao do sistema demonstrou eficiéncia na encapsulagéo do principio
ativo, apresentando potencial para aplicacdo em TFD.
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Introducéo

A terapia fotodindmica (TFD) oferece um tratamento minimamente invasivo para condicbes como
céanceres e infeccdes resistentes a antibiotico. A TFD combina trés componentes para o tratamento,
sendo eles: um fotossensibilizador (FS), luz em um comprimento de onda especifico e oxigénio
molecular, sendo capaz de gerar uma resposta citotdxica em tecidos comprometidos devido a producéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs). O método apresenta vantagens aos tratamentos tradicionais
por ter a capacidade de preservar o tecido saudavel em volta do tecido danificado, tornando-se mais
atrativo comparado a outros métodos, como cirurgia e quimioterapia, especialmente em casos onde
estas abordagens sao limitadas ou contraindicadas (Suzuki, 2015; Neves, 2019).

Um FS é um composto sensivel a luz capaz de irradiar tecidos infectados e resultar em morte celular
de uma area delimitada. O azul de metileno é um corante orgénico sensivel a luz amplamente utilizado
como FS em diversas aplicagBes. O corante age de forma versatil, podendo ser utilizado em técnicas
de diagnostico, imagem e terapia fotodinamica, além de apresentar propriedades farmacéuticas como
sua agao antimicrobiana (Mendes, 2023; Schaeffer et al., 2019).

Os sistemas hidrogéis sdo compostos por redes tridimensionais poliméricas e podem ser
constituidos de polimeros naturais, polimeros sintéticos ou a combinagdo dos dois materiais. Esses
sistemas apresentam capacidade de responder estimulos externos e capacidade de intumescimento
de agua, tornando-os versateis para sistemas de liberagcdo modificada (drug delivery systems — DDS)
(Carvalho, 2017; Lorenzoni, 2017).

Polimeros sao macromoléculas formadas pela repeticdo de unidades menores chamadas
mondmeros. A quitosana € um biopolimero com acao antibacteriana originado da desacetilacdo da
quitina. Devido a sua estrutura, o material pode sofrer diversas modificacbes sem perder suas
propriedades, tornando-a opgao viavel para sintese de hidrogéis. A gelatina € um polimero derivado do
colageno que possui propriedades biocompativeis que permitem que o corpo a absorva gradualmente
sem causar efeitos colaterais, por isso 0 material € comumente utilizado em sinteses de hidrogéis para
DDS (Oliveira, 2013; Yang et al., 2024; Vo et al., 2021).
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Visando os tépicos abordados, este trabalho teve como objetivo sintetizar um sistema hidrogel
utilizando como base os biopolimeros gelatina e quitosana a fim de realizar o encapsulamento eficiente
do corante azul de metileno visando futura aplicacdo com protocolos de TFD.

Metodologia

A sintese do hidrogel foi baseada na metodologia descrita por Lam et al. (2021) e Moreira (2018)
com modificagdes. Primeiramente é realizada a dissolugdo da quitosana em solucao de acido acético
1%. Em seguida, adiciona-se a gelatina ao meio reacional, mantendo o sistema sob agita¢do constante
e aquecimento (40 °C). Na ultima etapa, adiciona-se o glutaraldeido como agente reticulante para
formacao do sistema biocompésito (BC). A reacdo se procede pelo processo de gelificacdo sob
temperatura ambiente, com lavagens aquosas consecutivas, a fim de retirar impurezas.

Para a sintese do hidrogel encapsulado com azul de metileno, apés o processo de adi¢do da gelatina
na solucéo inicial de quitosana foi adicionado o azul de metileno 1 mg.mL? (dissolvido em solucao
alcodlica de DMSO 10%). O sistema é mantido em agitacdo constante até se tornar homogéneo, para
garantir uma distribuicéo eficiente do corante no BC. Posteriormente, é adicionado o glutaraldeido e o
sistema hidrogel formado segue para o processo de gelificacdo e lavagem conforme o descrito acima.

Para caracterizar o sistema foram feitas as seguintes analises: microscopia eletrénica de varredura
(MEV), espectroscopia no UV-Vis e grau de intumescimento (Gl).

A morfologia do sistema hidrogel foi caracterizada por meio do MEV utilizando equipamento EVO-
MA10 (Zeiss, Alemanha), IP&D-UNIVAP. Esta técnica permite avaliar a morfologia do hidrogel, uma
vez que a mesma tem relagdo com a capacidade ou néo da liberacdo de medicamentos no alvo do
tratamento.

Os estudos no UV-Vis foram realizados no equipamento CARY 50 (Bio, VARIAN). Este estudo
permite a comparacao dos espectros do azul de metileno (na auséncia dos sistemas sintetizados e
encapsulada), permitindo a avaliagdo da ocorréncia ou nao de alteragdo espectral devida ao processo
de encapsulamento. A concentracdo do azul de metileno no hidrogel foi quantificada por curva de
calibracéo e Lei de Lambert-Beer que relaciona a absor¢ao de luz do composto com suas propriedades
especificas (Siqueira-Moura et al., 2010).

Por apresentarem 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 do grau de intumescimento (Gl) foi feito com base na metodologia descrita por Saidi et al. (2020).
Inicialmente as amostras séo liofilizadas, pesadas, imersas em agua deionizada por um periodo pré-
estabelecido, secas a partir da prensagem em papel absorvente e pesadas novamente. Todos 0s
testes foram feitos em triplicata (Equagéo 1).

Gl = (Massa do sistema intumescido — Massa inicial) / (Massa inicial) x 100 D
Resultados

A andlise da morfologia do sistema (Figura 1) foi feita a partir da técnica de MEV e revelaram uma
estrutura porosa caracteristica, com poros distribuidos ao longo da estrutura. A superficie do hidrogel

encapsulado exibiu uma textura mais rugosa e irregular, sugerindo a presenca do azul de metileno
aderido & matriz polimérica.
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Figura 1 - Microscopia eletrdnica de varredura do hidrogel: (a) hidrogel vazio (b) hidrogel encapsulado.
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A partir da espectroscopia no UV-Visivel (Figura 2) foi realizada a caracterizagdo do hidrogel

encapsulado com azul de metileno e a sua comparacdo com uma amostra de azul de metileno
dissolvida em DMSO 10 % (0,5umol.L1).

Figura 2 - Curva comparativa de azul de metileno livre e incorporada no hidrogel
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Para a avaliagéo do comportamento do azul de metileno em diferentes concentrac¢des foi realizada

uma curva de calibracdo (Figura 3). As diluicdes foram feitas com base em uma solugéo estoque de
concentracao 1x10* mol.L* do FS, diluido em solugéo alcodlica de DMSO 10%.

Figura 3 - a) Curva de calibracéo do azul de metileno, b) linearizag&o da concentracéo x absorbancia.
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A Figura 4 e Tabela 1 apresentam o Gl do hidrogel em funcao do tempo de imersdao em minutos. A
média de intumescimento do hidrogel observada foi de 1667,6%.

Figura 4 - Grau de Intumescimento.
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Tabela 1 — Média do Grau de Intumescimento.

Tempo (minutos) Gl (%)
5 1038,4
15 1740,9
25 1074,2
35 1808,4
45 2061,0
55 1646,3
60 2304,4

Fonte: Os autores (2024)
Discusséo

As imagens obtidas por meio de MEV mostram que a matriz do hidrogel possui uma estrutura
porosa, com poros de tamanho variado e uma rede tridimensional interconectada, segundo Maiti et al.
(2021). Esta estrutura é fundamental para a capacidade de intumescimento do hidrogel, permitindo a
absorcdo de grandes quantidades de 4gua através da matriz.

De acordo com Ambrosio (2019) o azul de metileno apresenta absor¢do maxima na regido entre
550-700 nm. O hidrogel sintetizado apresentou absor¢do maxima em 658 nm, regido conhecida como
janela terapéutica (que apresenta maior penetracdo da luz no tecido).

A fim de utilizar os valores da absorbéancia para quantificar o azul de metileno foi realizada a curva
de calibragéo, a partir da qual obteve-se a equacédo de concentracdo do FS na formulacédo do hidrogel
e a linearidade do método, que demonstra relagéo direta entre absorbéancia e concentracao.

Foi encontrado um valor satisfatério na faixa de concentragéo entre 0,1 e 1,2 pmol.Lt (R2 =0,99363
— coeficiente de determinacéo), apresentando a seguinte correlacdo linear: Y = 0,60642 x
[Concentracdo de azul de metileno (umol.L%) ] + 0,0346. A concentracdo encontrada de azul de
metileno no hidrogel foi de1,87 pmol.L2.

O grau de intumescimento € a capacidade de um polimero reter 4gua sem danificar sua estrutura e
sem perder suas propriedades. Como observado na Figura 4, os resultados do grau de intumescimento
(GI) mostraram uma variagao significativa quando exposto a um meio aquoso em diferentes periodos
de imerséo. Magli et al. (2020) obteve grau de intumescimento médio de aproximadamente 1700% para
amostras liofilizadas em um periodo de estudo entre 2 e 24h, em meio de pH 7,4.
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Conclusao

Devidos suas propriedades favoraveis a engenharia biomédica, engenharia de tecidos e
nanociéncia, o sistema hidrogel tem sido alvo de estudos para sistema de liberacdo modificada,
especialmente para encapsulamento de FS para TFD. Os resultados dos estudos realizados no hidrogel
quitosana/gelatina e hidrogel quitosana/gelatina-azul de metileno apontaram caracteristicas relevantes
para sua eficiéncia e aplicagdo em DDS.

As imagens do MEV confirmaram a configuracdo em rede das cadeias do hidrogel. As analises do
UV-Visivel mostraram que o processo de encapsulamento ndo alterou as propriedades espectrais do
azul de metileno. Além disso ap6s a realizacdo da curva de calibragdo foi possivel determinar a sua
concentracdo no hidrogel. Os testes de intumescimento demonstraram eficiéncia na retencdo de
solventes.

Com base dos resultados obtidos, o hidrogel de quitosana/gelatina se mostra um canditado
promissor para utilizacdo em DDS.
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