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Fabricacao, Caracterizacao Fotofisica e
Fotoquimica de Nanoparticulas de Gelatina
Carregadas com Azul de Toluidina para
Material Nanoestruturado Promissor para
Sistema de Liberacdo de Farmacos

Jéssica A. R. Ambrosio, Janicy A. Carvalho, Milton B.
Junior & Andreza R. Simioni

A terapia fotodinamica (TFD) ¢ uma modalidade de tratamento que envolve uma fonte de
luz em comprimento de onda especifico, um fotossensibilizador (FS) e oxigénio molecular que
em conjunto levam a uma cadeia de reagdes responsavel por causar a morte celular do alvo
do tratamento. O objetivo deste trabalho foi a sintese de nanoparticulas de gelatina (NPGs)
encapsuladas com azul de toluidina (AT) como sistema de liberagdo controlada (DDS). As NPGs
sintetizadas foram caracterizadas por técnicas fotofisicas e fotoquimicas. As amostras apresentaram
morfologia esférica, didmetro médio de 398,50 nm e potencial zeta de +21,2 mV e +22,5 mV
para NPGs e NPGs-AT, respectivamente, com eficiéncia de encapsulamento de aproximadamente
85%. A espectroscopia de absor¢do no UV-visivel ndo mostrou alterac@o no perfil espectral do AT,
apresentando um perfil de liberagdo controlada. Conclui-se, portanto, que o sistema NPGs-AT € um
potencial candidato para uso como DDS em aplica¢des futuras utilizando os protocolos de TFD.

Palavras-chave: Azul de Toluidina,; gelatina, nanoparticulas; sistemas de
liberagdo modificada.

Photodynamic therapy (PDT) is a treatment modality that involves a light source at a specific
wavelength, a photosensitizer (PS) and molecular oxygen that together lead to a chain of reactions
responsible for causing cell death in the treatment target. The objective of this work was the synthesis
of gelatin nanoparticles (NPGs) encapsulated with toluidine blue (AT) as a controlled release
system (DDS). The synthesized NPGs were characterized by photophysical and photochemical
techniques. The samples presented a spherical morphology, an average diameter of 398.50 nm
and a zeta potential of +21.2 mV and +22.5 mV for NPGs and NPGs-AT, respectively, with an
encapsulation efficiency of approximately 85%. UV-visible absorption spectroscopy showed no
change in the AT spectral profile, presenting a controlled release profile. It is concluded, therefore,
that the NPGs-AT system is a potential candidate for use as a DDS in future applications using TFD
protocols.that the NPGs-AT system is a potential candidate for use as DDS in future applications
using PDT protocols.

Keywords: biofuels,; additives; structural understanding.
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Introducéo

E cada vez mais recorrente o niimero de casos de cancer
e de outras doengas que apresentam tratamentos com
algumas caracteristicas negativas, como efeitos colaterais
diversos ou interven¢do cirurgica dificultada. Diante disso,
surge a necessidade do desenvolvimento de modalidades
de tratamento alternativas. A terapia fotodinamica (TFD)
¢ uma modalidade promissora de tratamento baseada em
trés pilares: oxigénio molecular, uma fonte de luz (em
comprimento de onda especifico) e um fotossensibilizador
(FS). A combinagao destes trés componentes leva a reagdes
de transferéncia de energia que causam a morte celular
do alvo do tratamento por um processo de necrose ou
apoptose.'?

O Azul de Toluidina (AT) ¢ um FS soluvel em agua e
em alcool ¢ que apresenta maxima absor¢do de luz dentro
da regido do vermelho do espectro (600-800nm), conhecida
como janela terapéutica. O AT ¢ utilizado em aplicagdes
envolvendo TFD antimicrobiana e como corante em
diversos tipos de tecidos.**

No entanto, a administragdo de um FS isolado no
organismo ¢ inviavel devido ao efeito de autoagregacao,
o que reduz significativamente o efeito desejado do ativo
bioldgico no organismo. Visando a superagdo nessa barreira
de administragdo, a utilizagdo de sistemas de liberagao
modificada (Drug Delivery Systems) ¢ uma alternativa.
Nestes modelos o FS ¢ veiculado a um sistema base que
pode ser metélico, cerdmico ou polimérico.> ¢

O uso de um polimero na formula¢ao auxilia na
preservacdo do FS, entrega especifica no alvo do tratamento
e liberacdo modificada do FS (preferencialmente de maneira
prolongada, diminuindo efeitos colaterais e a dosagem do
ativo no organismo do paciente).”?

A gelatina ¢ um polimero natural derivado da
hidrolise do colageno, que apresenta propriedades como:
biodegradabilidade e biocompatibilidade que tornam o
material atrativo quando se trata da producao de um DDS.
A administracdo de DDS em forma de nanoparticulas se
tornou atraente por conta de caracteristicas como facilidade
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de absor¢do pelo organismo (tamanho de particulas
reduzido) e liberagdo prolongada do ativo.” !

O objetivo do trabalho foi o desenvolvimento de
um sistema de liberagio modificada com base em
nanoparticulas de gelatina encapsuladas com o Azul de
Toluidina para aplicagdo em terapia fotodindmica (TFD)
buscando um desenvolvimento cientifico amplamente
multidisciplinar combinando-se protocolos, técnicas e
ensaios experimentais da area de tecnologia farmaceéutica,
nanotecnologia e fotobiologia.

Materiais e Métodos

As nanoparticulas de gelatina (NPGs) foram produzidas
com base no método descrito por VINJAMURI, B.P ¢
colaboradores (2021) e alteracdes baseadas em COESTER,
C.J etal (2000) (Figura 1). A gelatina tipo A (1,25 g)
foi dissolvida em 25 mL de agua purificada a 40°C.
Posteriormente foram adicionados 25 mL de acetona,
levando a formagao de um precipitado. O sobrenadante
foi removido e o precipitado foi dissolvido em agua
purificada a 40 °C. O pH foi ajustado para 3 ¢ 50 mL de
acetona foram adicionados gota a gota até a formacao das
nanoparticulas. A reticulagao foi realizada pela adi¢do de
0,25 mL de glutaraldeido seguido de agitagdo por 12h. As
nanoparticulas foram purificadas por ciclos de centrifugagio
(10 min, 5000 rpm,). O residuo da centrifugacao foi diluido
com solugdo de acetona (75%).!112
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Figura 1. Esquema de sintese das NPGs
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As NPGs encapsuladas com azul de toluidina (AT)
foram sintetizadas da mesma maneira, e o processo de
encapsulamento foi feito a partir da mistura das NPGs
com uma solu¢do de 1mL de AT 5,0 mg.mL"!, conforme a
representacdo da Figura 2.
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Figura 2. Esquema de sintese das NPGs—AT

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA
(MEYV)

As morfologias de superficie das amostras NPGs
e NPGs-AT foram examinadas por um microscopio
eletronico de varredura (EVO-MA10, Zeiss) com filamento
de tungsténio. Uma pequena quantidade de amostra foi
dispersa em uma quantidade minima de agua e sonicada
por 30 min usando um sonicador de sonda com amplitude
de 80% (ciclo completo), 1 (uma) gota dessa solucdo foi
retirada em laminula e seca completamente em temperatura
ambiente. Em seguida, a amostra seca foi depositada em
um suporte de latdo salpicado com ouro e, em seguida,
observada no microscopio para obtencdo de imagens SEM.

ANALISE DE TAMANHO DE PARTICULA

O tamanho da particula e o potencial zeta foram
analisados por um analisador dindmico de dispersdo
de luz (DLS) (Zetasizer® Nano ZS, Malvern PCS
Instruments, Reino Unido). 100 mg (aproximadamente)
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das nanoparticulas foram dispersos em quantidade minima
de agua e sonicados por 15 min usando um sonicador
de sonda com amplitude de 80% (ciclo completo). Em
seguida, a solugdo foi retirada em uma cubeta e colocada no
aparelho DLS para analisar o tamanho médio de particula e
o potencial zeta das nanoparticulas.

Para a estabilidade coloidal e mudanga de tamanho da
particula, o efeito de prateleira sobre as caracteristicas da
amostra NPGs-AT (distribuicdo de tamanho e potencial
zeta) foi sondado por trés medi¢des coletadas em tempos
de armazenamento distintos. As suspensdes de NPGs-
AT foram protegidas da luz durante o tempo (cerca de
90 dias) do teste de estabilidade da amostra. Para cada
medicdo, uma aliquota de amostra deNPGs-AT de 20
pL foi dispersa em 2000 pL de dgua ultrapura. Todas
as medi¢oes foram realizadas em uma cubeta de acrilico
padrao de 1,0 cm.

MEDICOES DE ESTADO ESTACIONARIO

As medigdes de absor¢do foram realizadas para
a amostra em AT, com um Cary 50 BIO-Varian Inc.
Scientificlnstruments que foi corrigido em segundo plano
usando cubetas de quartzo correspondentes com varredura
na faixa de comprimento de onda de 400 a 900 nm. Para
estabelecer a linearidade dos métodos propostos, uma curva
de calibragdo foi construida em oito niveis de concentragio
dentro da faixa de 0,5 — 5,0 umol L' para o método
espectrofotométrico. Nas analises espectrofotométricas a
lei de Beer foi obedecida. Analise de regressdo de minimos
quadrados foi feita para os dados. A analise de variancia
(ANOVA) de uma via e um teste de falha de ajuste (p =
0,05) foram usados para determinar se o modelo linear
explica adequadamente os dados obtidos.

CALCULO DO RENDIMENTO DO PROCESSO

A nanoparticulas em p6 foram obtidas apds liofilizagao.
O rendimento do processo foi calculado pela Equagdo 1. O
método de encapsulamento foi realizado em triplicata (n = 3).

[(Peso das nanoparticulas x100)] (1)
[peso (FS+Nanoparticulas)]
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CALCULO DA CARGA DE DROGA E
EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO (EE)
DAS NPGS-AT
A carga de droga e a eficiéncia de encapsulamento das na-
noparticulas foram calculadas ap6s o processo de centri-
fugagdo das amostras NPGs-AT a temperatura ambiente
por 15 min. A quantidade de AT livre foi determinada
a partir do liquido sobrenadante a 660 nm usando um
espectrofotometro UV-visivel."

A eficiéncia de encapsulamento (%EE - Equagado 2) e
a eficiéncia de carregamento de droga (%EC - Equagdo 3)
foram calculadas usando as seguintes equagoes:

E: QuantidadetotaldeFS—QuantidadedeFSlivre
: Pesodasnanoparticulassecas

E x100 (2

EC: (Peso das nanoparticulas x 100) (3)
’ [Peso (FS+polimero)]

AVALIACAO DO DESEMPENHO DE
LIBERACAO DE DROGAS IN VITRO

Para avaliar o desempenho de liberagdo de drogas
in vitro, os AT de NPGs (5,0 mg) foram dispersos
em solugdo tampdo PBS (5 mL, pH = 7,4) ¢ agitados
a 37 °C. Em diferentes intervalos predeterminados,
a suspensdo foi centrifugada e o sobrenadante (3
mL) foi retirado e substituido por solucdo fresca de
PBS (3 mL) para continuar a avaliacdo da liberacao
do farmaco. A concentragdo de AT no sobrenadante
foi determinada pela absorbancia UV-Vis. Os dados
foram relatados como média £+ DP com base em
medigdes triplicadas

ANALISE ESTATISTICA

Todos os testes foram realizados em triplicata, e
todos os dados foram submetidos a ANOVA seguida
do teste de Tukey. O Microsoft Excel foi usado para
criar os graficos gerados. Todos os dados sdo expressos
como a média + DP de trés experimentos independentes.
Um valor P de probabilidade < 0,05 foi considerado
significativo neste estudo.
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Resultados e Discussdo

A técnica de dessolvatacdo em dois passos para
a produgdo de NPGs utiliza a acetona como agente
dessolvatante, processos
desidratacdo das moléculas de gelatina,
separagao das fragdes de alto e baixo peso molecular

atuando em diversos

como:

e formagdo das particulas, sendo que este ultimo
processo também sofre influéncia da acdo do agente
reticulante utilizado (glutaraldeido). '*!*

As imagens de MEV das NPGs produzidas (Figura
3) apresentam morfologia esférica, condizente com
a literatura em AZIMI, B e colaboradores (2014).!°
KOLETTI, A.E e colaboradores (2020) produziram
nanoparticulas de gelatina com formato esférico,
superficie lisa e homogénea.!”

Figura 3. Microscopia Eletronica de Varredura
NPGs(a) eNPGs-AT (b)

™ UNIVAP IP&D

Amostras de

A técnica de Espalhamento Dinamico da Luz
(DLS) (Figura 4) permitiu a analise do tamanho
das particulas ¢ da sua distribuigdo. O diametro
médio das nanoparticulas foi encontrado na faixa
de 398,50 nm. FENG, X e colaboradores (2019)
produziu nanoparticulas de gelatina pelo método
de dessolvatacdo em dois passos (utilizando etanol,
como agente dessolvatador) e obteve tamanhos
de particula na faixa de 300-400nm. As particulas
sintetizadas apresentaram Indice de polidispersio
(PDI) de 0,072 (indices baixos de PDI apontam
uniformidade da amostra).'®!"
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NPGs-AT
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Figura 4. Distribui¢do de tamanho da nanoparticula medida por DLS
da amostra NPGs-AT

A estabilidade das particulas produzidas for avaliada
a partir de medi¢des do potencial zeta (Figura 5) das
amostras de NPGs e NPGs-AT, os valores obtidos foram
+21,2 mV e +22,5 mV respectivamente. De acordo com
SAHOO, N e colaboradores (2015) e RASMUSSEN, M.
K e colaboradores (2020) altos valores de potencial zeta
se relacionam diretamente com a elevada concentragdo de
cargas na superficie das NPGS, o que leva ao fenomeno
de repulsdo entre elas, o que dificulta a ocorréncia do
processo de agregagdo.'*
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Figura 5. Perfil hidrodindmico de tamanho de particula e
potencial zeta da amostra NPGs-AT monitorado durante 90
dias apos a preparagio.
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O pico maximo de absor¢ao do AT em 630nm(Figura
6) foi encontrado tanto na amostra isolada do FS,
quanto na amostra de NPGs-AT. A regido de ocorréncia
do pico maximo estd de acordo com as leituras
realizadas por PAUL, P e colaboradores (2015) e WU,
Y e colaboradores (2020).2"*2 As amostras de NPGs-
AT nao apresentaram alteracdo de perfil espectral,
um indicativo de que o AT ndo perdeu as suas
propriedades durante o processo de encapsulamento.
Ou seja, o FS mantém sua atividade com a vantagem
de ser encapsulado em um sistema biocompativel, no
caso o sistema NPGs-AT. Uma vez liberada das NPGs
a molécula apresenta o mesmo comportamento que
em meio organico. Assim, se o AT estiver presente
no meio em estado de agregagdo dimérica, seria
possivel observar alteragcdes no perfil espectral dele,
o que ndo foi observado. Em nosso estudo nao houve
deslocamento de banda na andlise espectroscopica,
na faixa de concentragdo estudada, sugerindo que o
FS esta no estado monomérico quando ¢ destinado a
veiculos para liberagao do fotossensibilizador.

35
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Figura 6. Espectros de absor¢do de AT(livre e extraido das amostras
de NPGs-AT) (1,0 pmol.L!) em etanol

Para determinagdo do carregamento do AT nas
NPGs, a quantidade de AT presente no sobrenadante
limpido apds um ciclo de centrifugagdo foi determinada
por espectrofotometria UV. Para isso, foi tragada uma
curva de calibracdo padrdo de concentragdo versus
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absorbancia (Figura 7). A quantidade de AT no
sobrenadante foi entdo subtraida da quantidade total
deAT droga adicionada durante a formulagdo. Das
NPGs. Por fim, a eficiéncia de encapsulamento
refere-se a razdo entre a quantidade de farmaco
total
(tedrica) de AT utilizado, em relagdo ao sistema

encapsulado/absorvido e a quantidade
final de liberagdo de farmaco da dispersdao de
fotossensibilizador AT foi
carregado por adsor¢do no NPGs-AT. Rendimentos

nanoparticulas.?*> O

satisfatorios para o carregamento e encapsulamento de
NPGs-AT foram obtidos (EC=74,0%+ 1,9 ¢ EE=85,0%
+ 1,1). A eficiéncia geral de encapsulamento do AT
nas NPGS foi proxima a 85% valor significativamente
maior do que o encontrado na literatura para
nanoparticulas de gelatina convencionais (<45%)
conforme relatado por SAXENA, A e colaboradores
(2005) e VANDERVOORT.?*%
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Figura 7. Curva de calibragao AT.

Para avaliar a liberacdo in vitro de AT a partir do
método de difus@o de nanoparticulas de gelatina
e a concentragdo de AT foram quantificadas por
espectrometria a 630 nm usando uma curva de
calibracdo. A andlise do perfil de liberagao da amostra
NPGs— AT mostra que aproximadamente 18% sdo
liberados em um burst inicial nas primeiras 6 h, seguido
por uma liberagdo lenta ao longo de 7 dias que excede
40% (Figura 8).
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Figura 8. Perfil de liberacdo de amostras de AT ¢ NPGs-AT

O perfil de liberagdo sustentada de AT pode ser
atribuido a interag¢des eletrostaticas entre o ATe matriz
de nanoparticulas.?® Além disso, o perfil de liberagao
sustentada dasNPGs-AT oferece a possibilidade de
exposi¢do repetida a fototerapia apds administragdo
unica de nanoparticulas. Esses resultados demonstram
claramente as vantagens da formulacdo de nanoparticulas
sobre o corante livre.

Conclusao

O desenvolvimento de nanoparticulas de gelatina
carregadas de Toluidina foi relatado
neste trabalho com uma analise fisico-quimica e
fotofisica detalhada da formulacdo da nanoparticula.
A incorporacdo de AT em nanoparticulas melhora
alguns parametros das propriedades fotofisicas de AT.

A metodologia de dessolvatacdo em duas etapas foi

com Azul

adequada para incorporar AT em nanoparticulas de
tamanho pequeno feitas de polimero biodegradavel com
uma distribuicdo de tamanho estreita. As vantagens
da incorporacdo de AT ficaram claras nos estudos de
liberagdao. NPGs foram capazes de reter AT no meio de
liberagdo do coletor por mais de 7 dias, o que resultou em
um perfil de liberacao sustentada. Este trabalho mostrou
o desenvolvimento de um sistema de entrega eficiente
de AT em sua forma ndo agregada e que pode apresentar
uma capacidade viavel de permear a membrana celular
e realizar uma atividade fotobacteriana.
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