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RESUMO

O disseleneto de difenila (DPDS) apresenta diversas propriedades farmacoldgicas,
porém as suas caracteristicas fisico-quimicas e sua toxicidade limitam o seu uso. O
presente trabalho consistiu na obtencédo, caracterizagdo fisico-quimica e avaliacdo
da atividade citotoxica de nanoparticulas poliméricas de albumina sérica bovina
(BSA) contendo DPDS por meio da técnica de dessolvatacdo. A porcentagem de
eficiéncia de encapsulacdo das nanoparticulas foi de 65%, com um diametro médio
de 200 £ 20 nm, forma esférica e superficie lisa e potencial zeta obtido de -34 *
3mV. A caracterizacdo fisico-quimica demonstrou que o0 processo de
nanoencapsulacdo resultou em um sistema amorfo. Através do estudo de
estabilidade foi possivel determinar que a melhor condicdo de armazenamento das
nanoparticulas foi sob refrigeracdo a 4°C, temperatura na qual as nanoparticulas
mantiveram-se estaveis pelo periodo avaliado de 12 semanas, ndo sendo
observados aumento de tamanho e tendéncia a agregacao. A partir do ensaio de
citotoxicidade frente a heméacias, foi possivel observar um efeito protetor das
nanoparticulas em relacdo a toxicidade do DPDS livre. Com base nos resultados
obtidos, foi possivel concluir que o sistema nanoestruturado contendo DPDS foi
obtido com sucesso e apresenta grande potencial para aplicacao bioldgica.

Palavras-chave: nanoparticulas poliméricas, disseleneto de difenila, albumina

sérica bovina, citotoxicidade.



ABSTRACT

Diphenyl diselenide (DPDS) has several pharmacological properties but their
physicochemical properties and toxicity limit their use. This work consisted of the
obtention, physico-chemical characterization and cytotoxic activity of polymeric
nanoparticles bovine serum albumin (BSA) containing DPDS obtained by desolvation
method. The percentage of encapsulation of the nanoparticles was 65%, with an
average diameter of 200 £ 20 nm, spherical shape and smooth surface and zeta
potential of -34 £ 3mV obtained. The physicochemical characterization showed that
Nanoencapsulation process resulted in an amorphous system. Through the stability
study it was determined that the best nanoparticles storage condition was under
refrigeration at 4°C, temperature at which the nanoparticles were stable at assessed
12 weeks with no noticeable increase in size and tend to aggregate. From the front
cytotoxicity assay to red blood cells, we observed a protective effect of nanoparticles
in relation to the toxicity of free DPDS. Based on the results, it was concluded that
the nanostructured system containing DPDS was obtained successfully and has

great potential for biological application.

Keywords: polymeric nanoparticles, diphenyl diselenide, bovine serum albumin,

cytotoxicity.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA:

1.1. DISSELENETO DE DIFENILA (DPDS)

O selénio (Se) foi descoberto em 1817, pelo quimico sueco J. J. Berzelius. E um
elemento essencial tanto para seres humanos como para animais, sendo adquirido
através da ingestdo de alimentos que contenham selenocisteina e selenometionina
(ROSA et al., 2007%).

Os derivados sintéticos produzidos a partir de compostos de selénio apresentam
moléculas com potencial farmacolégico, com atividades antioxidantes,
imunomoduladores, neuroprotetores, antitumoral, anti-infeccioso, além da
capacidade de inibir enzimas e induzir citocinas (ROSA et al., 2007%;, NOGUEIRA
etal., 2004; JUNG & SEO, 2010; GABRYEL & MALECKI, 2006).

O DPDS (PhSe), (Figura 1) é um composto organico resultante da sintese de
compostos de selénio que apresenta atividades bioldgicas e farmacolégicas

interessantes, porém, com mecanismos de acdo pouco esclarecidos.

Figura 1. Estrutura quimica do DPDS (PhSe)..

Se_
Se

Tém-se demonstrado que os compostos como disselenetos de alquila e arila
podem ser considerados potenciais antioxidantes (POSSER et al., 2006). Em um
estudo, realizado em células V79 (fibroblastos de pulméo de hamster chinés), péde-
se observar 0 mesmo efeito antioxidante do DPDS em proteger as células contra

lesdes oxidativas induzidas por peréxido de hidrogénio (ROSA et al., 2007°).

Existem relatos na literatura da atividade fungistatica in vitro e atividade fungicida

contra leveduras, fungos filamentosos e Pythium oomiceto insidiosum (LORETO et
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al., 2012; LORETO et al.,, 2011; ROSSETI et al.,, 2011; DENARDI et al., 2013).
Recentemente, demonstrou-se a capacidade do composto em inibir o crescimento e
formacao do tubo germinativo de C. albicans (ROSSETI et al., 2011) que se constitui
uma etapa essencial de viruléncia desta levedura em infec¢bes sistémicas da
mucosa em modelos animais. Bem como, a inibicdo da formacdo de biofilme por
aumento na permeabilidade da membrana e producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROSSETI, ROCHA & COSTA, 2015). Além disso, outros estudos
mostraram que o DPDS inibiu o crescimento in vitro de C. glabrata (DENARDI et al.,
2013).

Uma toxicidade pequena foi verificada quando administrada em baixas doses em
ratos como 10 (mg / kg), assegurando a atividade anti-inflamatéria (NOGUEIRA et
al., 2003% ROSA et al., 2007%). Além disso, a administracdo sistémica facilita a
formacado de memoria de reconhecimento de objetos (ROSA et al., 2003). Existem
ainda estudos que relatam um efeito neuroprotetor in vitro em modelos de isquemia
cerebral (GHISLENI et al., 2003).

Entretanto, a exposicdo aguda e crbnica ao DPDS aumenta o nivel de selénio
total no cérebro de ratos, demonstrando que o DPDS atravessa a barreira
hematoencefalica. Isso ocorre devido a sua alta lipofilicidade e falta de eliminacgéo
pelo transportador de glicoproteina (BARBOSA et al., 1998; PRIGOL et al, 2012;
PRIGOL et al, 2013). Em camundongos a exposicao cronica a doses elevadas de
DPDS (62,46 mg/kg) afeta o sistema nervoso central, provocando convulsbes e
diminuindo as transmissdes glutaminérgicas (NOGUEIRA et al., 2004°; ROSA et al.,
2007%). O cérebro €, portanto, um dos 6rgéos alvo para o DPDS, pois este atua em
varias proteinas e pode induzir a neurotoxicidade. A elevada atividade metabdlica,
conteudo lipidico e baixa capacidade de reparo do DNA podem estar relacionadas
ao mais alto nivel de genotoxicidade observado no cérebro (ROSA et al., 2007%). O
DPDS apresenta também outros efeitos toxicos, como a inibicdo da enzima
aminolevulinato desidratase a partir de tecidos e 6rgdos tais como figado, rins,
cérebro de ratos adultos e eritrécitos humanos (MACIEL et al., 2000; MEOTTI et al.,
2003).

Esses efeitos, aparentemente contraditérios, podem ser explicados baseando-se

no fato que os compostos de selénio sao considerados “compostos Janus”, ou seja,
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produtos com dupla face, pois seu comportamento depende da concentracao
utilizada. Em doses baixas, obtém-se efeitos benéficos, enquanto que em doses
mais altas pode-se desenvolver uma resposta toxica. Porém, a concentracdo limite
para estabelecer essas atividades ainda nao foi devidamente esclarecida (ROSA et
al., 2007°).

O DPDS é um composto altamente lipofilico que possui baixa solubilidade em
agua, em torno de 0,98 uM (PRIGOL et al., 2013) e altos valores de coeficiente de
distribuicdo, bem como alta ligacdo a proteinas plasméticas o que explica a sua
baixa biodisponibilidade na corrente sanguinea (GIORDANI et al., 2014). Deste
modo, uma alternativa para solucionar estes problemas encontra-se na sua

formulacéo sob a forma de nanopatrticulas.

1.2. NANOTECNOLOGIA

O advento da nanotecnologia trouxe a promessa de revolucionar muitos campos
da ciéncia, trazendo a possibilidade de manipular diferentes materiais em
nanoescala (FONSECA et al., 2014). O conceito introduzido por Richard Feynman
em 1959 (FEYNMAN, 1960) foi o impulsionador da histéria da nanotecnologia que
hoje traz avancos em diversas é&reas, tais como: comunicagfes, engenharia,
quimica, fisica, robotica, biologia e medicina, dentre muitas outras (SAFARI &
ZARNEGAR, 2014).

Nas ultimas décadas, com o0 crescente interesse e 0sS avangos no campo da
nanotecnologia, tem havido um aumento progressivo no numero de agentes
terapéuticos a base de nanoparticulas aprovados para uso clinico (FONSECA et al.,
2014). As nanoparticulas séo projetadas para entrega de drogas especificas, 0 uso
de transportadores melhora a distribuicdo da droga, tendo como alvo moléculas
ativas para tecidos doentes e ao mesmo tempo protegendo o tecido saudavel
(BOISSEAU & LOUBATONSB, 2011).

Desde que emergiu no inicio de 1970, sistemas de liberagdo controlado de
farmacos, destinados a entregar drogas em taxas minimas e periodos pré-definidos
de tempo, tém atraido cada vez mais atencdo (QIU & PARK, 2012; SAFARI &
ZARNEGAR, 2014).

A farmacocinética e a farmacodindmica de um farmaco sdo altamente

dependentes de suas caracteristicas fisico-quimicas, que por sua vez, sdo
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influenciadas pelo tipo de formulagdo utilizada para a entrega. Compostos
nanoparticulados podem modular e melhorar o desempenho de muitas drogas em
medidas ndo realizveis pela formulagdo convencional (ANDRADE et al., 2013).
Uma das principais ferramentas da nanotecnologia, no que se refere ao
desenvolvimento de produtos farmacéuticos, € a oportunidade de converter as
drogas existentes que apresentam pouca ou henhuma solubilidade em agua e taxa
de dissolucdo, em dispersdes prontamente solliveis ao transforma-las em
nanoparticulas (KUMAR, 2010).

A reducdo do tamanho de particula de drogas para a escala nanométrica,
aumenta a sua area superficial e, por consequéncia, a sua capacidade de ser
absorvida (KUMAR, 2010). Muitas enzimas, moléculas de sinalizacdo e receptores
apresentam tamanho nanométrico, estando as proteinas na faixa de 3 a 90 nm
(NISHIYAMA, 2007; WANG et al., 2014). A nanotecnologia abre um vasto campo de
pesquisa e aplicacdo, visto que interacdes entre agrupamentos moleculares
artificiais ou nanodispositivos e biomoléculas podem ser compreendidas, tanto no
meio extracelular quanto no interior das células humanas (BOISSEAU &
LOUBATONB, 2011), tendo um futuro promissor no desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos, de prevencéo e diagnostico (ZHANG et al., 2008).

A nanotecnologia permitiu um novo olhar sobre farmacos com uma janela
terapéutica estreita ou farmacocinética pobre, até entdo considerados como ultima
escolha, dando um passo adiante como importante alternativa na reducdo da
toxicidade ao longo do tratamento existente, oferecendo, assim, uma maior
adequacdao e expectativa de vida para o paciente (FONSECA et al., 2014).

As vantagens de se veicular farmacos baseados em nanotecnologia segundo
Andrade et al., (2013) incluem:

(i) aumento da sua solubilidade;

(ii) protecéo contra a degradacéo;

(i) aumento da sua absorcéo epitelial e aumento do seu tempo de circulagdo no
sangue;

(iv) liberagcdo do farmaco alvo para células, tecidos e orgéos especificos de um
modo controlado, como uma resposta a uma estimulacéo especifica;

(v) melhora da sua absorcao pelas células.

Além disso, a liberacdo controlada pode aumentar significativamente a eficicia

terapéutica dos farmacos, reduzindo seus efeitos colaterais sistémicos e melhorando
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a adesdo do paciente ao regime através da reducdo da frequéncia de dosagem e
administracdo (LEE & YEO, 2015). Compostos naturais e sintéticos podem ser
carregados em nanoparticulas, melhorando assim, a sua solubilidade em agua,
estabilidade, biodisponibilidade, tempo de circulacdo e especificidade, alcancando
os tecidos doentes e afetando minimamente as células e tecidos sadios (CHENG et
al., 2012; WANG et al., 2014).

Na industria farmacéutica, os principais sistemas nanoestruturados utilizados
para a encapsulacdo de principios ativos sdo os lipossomas, as nanoparticulas
poliméricas, as ciclodextrinas, as nanoparticulas lipidicas, os dendrimeros e o0s
nanotubos de carbono (ALVES, MARTINS & SANTANA, 2008).

1.2.1. NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Nanoparticulas poliméricas apresentam como vantagem sua maior
estabilidade em fluidos biolégicos, quando comparadas com outros veiculos
coloidais. Além disso, a sua natureza polimérica oferece uma liberacdo controlada
do farmaco de forma sustentada por um maior periodo de tempo (RONEY et al.,
2005; WILSON et al,. 2014).

As nanoparticulas poliméricas estdo compreendidas em uma faixa de
tamanho de 1 a 1000 nm. Estas nanoparticulas podem ser produzidas a partir de
polimeros naturais ou sintéticos (WILSON et al,. 2014). Exemplos de polimeros
naturais incluem: albumina, dextrano, hialuronato e quitosana. Dentre os polimeros
sintéticos utilizados no encapsulamento de farmacos, podemos citar o poli(acido
lactico) (PLA), poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA), poli(e-caprolactona) (PCL),
poli(cianoacrilato) e poli(N- 2-hidroxipropil metacrilamida) (pHPMA) (MORA
HUERTAS et al., 2010).

Os polimeros utilizados na entrega de farmacos devem ser biocompativeis e
biodegradaveis. Isso implica na capacidade do carreador agir com uma resposta
apropriada em sua aplicacdo especifica, sem a formacdo de produtos de
degradacédo toxicos e, portanto, ser facilmente eliminado do organismo apds o
transporte da droga até o alvo (WILLIAMS, 1999; SAFARI & ZARNEGAR, 2014).

As nanoparticulas poliméricas podem ser obtidas a partir de diversas
metodologias, entre elas a nanoprecipitagcdo, emulsdo-difusdo, dupla emulséo e
coacervagao/dessolvatacdo (MORA HUERTAS et al., 2010; LEE & YEO, 2015). De
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acordo com a metodologia utilizada para a producdo das nanoparticulas, dois
principais sistemas distintos podem ser gerados, resultando em nanocapsulas ou
nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a composicdo e organizagao
estrutural. No sistema de nanocapsulas, ha um ndcleo oleoso rodeado por uma
membrana polimérica, o farmaco pode estar dissolvido neste nucleo e/ou adsorvido
a parede polimérica. Enquanto que no sistema de nanoesferas o farmaco é
aprisionado na matriz ou uniformemente adsorvido a superficie da estrutura
polimérica (SOPPIMATH et al., 2001; SCHAFFAZICK et al., 2003; SOSNIK et al.,
2010).

Nanoparticulas produzidas a partir de polimeros naturais tais como proteinas,
tém recebido grande interesse como carreadores de farmacos hidrofébicos
(ROHIWALA et al., 2015). Além disso, tem havido uma preferéncia crescente por
proteinas, tais como albumina e gelatina, para a preparacdo de nanoparticulas
(OFOKANSI et al., 2010), uma vez que nao apresentam toxicidade, sado
biodegradaveis, faceis de preparar e sua distribuicAo de tamanho pode ser
facilmente monitorada. As proteinas possuem ainda grupamentos funcionais, como
amino, carboxilico e hidroxila, os quais facilitam o processo de interacdo entre a
droga e a matriz polimérica da nanoparticula (WEBER et al,. 2000; OZGURA et al.,
2012).

1.3. ALBUMINA SERICA BOVINA (BSA)

A albumina sérica € a proteina mais abundante no plasma de
mamiferos. Sendo sintetizada no figado e exportada como uma proteina nao
glicosilada no plasma, onde atinge uma elevada concentragdo contribuindo para a
pressdo osmotica (MAJOREKA et al, 2012). A albumina é uma proteina
multifuncional com uma grande capacidade de ligacdo, tendo um grande potencial
como nanocarreador em sistemas de entrega de drogas. Muitas moléculas
organicas e inorganicas podem interagir facilmente com nanoparticulas de albumina,
devido aos seus grupos funcionais adequados na superficie da particula (OZGURA
et al., 2012).

A albumina de soro bovino (BSA) (Figura 2) pode ser identificada, segundo
Peters, (1985) como uma grande proteina globular (66 KDa), constituida por uma
Gnica cadeia de 583 residuos de aminoacidos emparelhados por 17 pontes

dissulfeto. BSA é formada a partir de trés dominios |, Il e Ill, divididos em dois sub-
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dominios (A e B), contendo dois residuos de triptofano, Trp-134 e Trp-212,
localizados respectivamente em dominios | e Il. O residuo Trp-212 é rodeado por um
ambiente hidrofébico dentro da proteina, enquanto o residuo Trp-134 esta localizado

num ambiente hidrofilico, perto da superficie da proteina (TAYEH et al., 2009).

Figura 2. Representacao proteica da albumina sérica bovina (BSA)

BSA

A flexibilidade na conformacdo da BSA permite que seja ligada a compostos
com diferente estruturas. Os conjugados do soro de albumina tém propriedades
Uteis; eles aumentam a solubilidade de farmacos no plasma e desempenham uma
funcdo importante na modulagdo de administracdo de farmacos (KRATZ, 2008). As
nanoparticulas de albumina desempenham um papel essencial na entrega de
drogas hidrofobicas para o tecido alvo através de ligacdo reversivel ou nao
covalente que permite que a droga seja transportada e prontamente entregue na
superficie da célula (ROHIWALA et al., 2015).

Nanoparticulas a base de albumina representam uma estratégia atraente,
uma vez que quantidade significativa de farmaco pode ser incorporada na matriz da
particula por efeito dos diferentes sitios de ligacdo presentes na molécula de
albumina (PATIL,2003; ELZOGHBY et al., 2012). Devido a sua carga superficial, os
farmacos podem estar adsorvidos fisicamente sobre a superficie da proteina ou
ligar-se covalentemente a matriz (YEDOMON et al., 2013).

BSA tem sido amplamente estudada e aplicada devido a sua ampla
disponibilidade, baixo custo, boa estabilidade estrutural, propriedades de ligacao
com ligantes incomuns, biodegradabilidade e ndo imunogenicidade (SITTA et al.,
2014). Além de manter certas vantagens, como maior estabilidade tanto durante o
armazenamento in vitro quanto in vivo, é atoxica e facilmente dimensionavel durante

a fabricacdo das nanoparticulas em relacdo a outros sistemas de distribuicdo de
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drogas (LANGER et al., 2003). A BSA pode ser facilmente purificada e solubilizada
em agua, permitindo sua entrega por diversas vias, incluindo a via intravenosa,
sendo assim, é considerada um excelente candidato para a preparacdo de
nanoparticulas (ELZOGHBY et al., 2012).

As nanoparticulas de albumina sdo preparadas geralmente por duas
principais metodologias: emulsdo e dessolvatacdo (WILSON et al,. 2014). Este
altimo, apresenta-se vantajoso para a producdo de nanoparticulas de BSA uma vez
gue nao exige solventes organicos para a remoc¢ao de residuos e tensoativos e, por
se tratar de uma reacdo a temperatura ambiente, € compativel com compostos
sensiveis ao calor (ROHIWAL et al., 2015).

1.4. PROCESSO DE DESSOLVATACAO

O processo de dessolvatacdo da albumina com solventes organicos seguido
pela reticulacio € um método comumente utilizado para a producdo de

nanoparticulas de BSA.

O principio da dessolvatacao, segundo Paik e colaboradores (2013), é
baseado em mudancas na solubilidade da BSA em solucdo. O processo envolve a
adicdo de um solvente miscivel em agua para a suspensdo de BSA, como por
exemplo o etanol. A solubilidade de BSA em &agua é elevada, ao passo que a
solubilidade em etanol é relativamente baixa. Como resultado, os agregados
insollveis de moléculas de BSA tornam a suspenséo turva. A turbidez é relacionada
com o0 numero, tamanho e propriedades das nanoparticulas de BSA em suspenséao
(PEREYRA, SCHMIDT & WICKER, 1997).

A preparagdo de nanoparticulas de albumina por dessolvatacdo envolve um
procedimento em trés passos: (1) um sistema disperso instavel (coacervado) é
obtido por adicdo de um agente de dessolvatacéo da albumina (normalmente etanol
ou acetona) a uma solucéo aquosa da proteina; (2) os coacervados sdo enrijecidos
(estabilizados) através da formacdo de ligacdes cruzadas; (3) as nanoparticulas
resultantes s&o purificadas e eventualmente liofilizadas ou secas por pulverizagao
(YEDOMON et al., 2013).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolvimento, caracterizacdo e avaliacdo da atividade citotoxica in vitro de

nanoparticulas de albumina (BSA) contendo disseleneto de difenila (DPDS).

2.2. Objetivos especificos

e Obtencédo de nanoparticulas de BSA contendo disseleneto de difenila pelo
meétodo de dessolvatacao;

e Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo do disseleneto de difenila nas
nanoparticulas;

e Caracterizacdo das nanoparticulas de acordo com os parametros fisico-
quimicos (morfologia, diametro médio, indice de polidisperséo, interacao
polimero-farmaco);

e Avaliagdo da estabilidade das nanoparticulas de BSA contendo DPDS;

e Avaliagdo da atividade citotoxica in vitro das nanoparticulas de BSA contendo

DPDS sobre eritrocitos;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencdo de nanoparticulas de BSA contendo disseleneto de difenila
(DPDS).

As nanoparticulas de BSA contendo DPDS foram obtidas pela técnica de
dessolvatacdo (LANGER et al., 2003; WEBER et al., 2000; Figura 3). Onde, 50 mg
de BSA - Sigma-Aldrich® foram pesados (Balanca analitica Bel Engineering -
M214A) e dissolvidos em 2 mL de &gua ultrapura. O pH foi entdo ajustado para 9,0
a partir de uma solugdo de NaOH 0,1 M (pHmetro Max Labor - mPA210). Em
seguida, 10 mg de DPDS - Sigma-Aldrich® foram pesadas e dissolvidas em 8 mL de
etanol. A solucdo de DPDS foi adicionada gota a gota a solucdo aquosa de BSA
com o auxilio de uma bureta para o controle do gotejamento, sob agitacao
magnética (Biomixer, 78 HW-I), até que a solucao tornou-se turva.

ApOs o processo de dessolvatacdo, 116 pL de solugdo aquosa de
glutaraldeido (8%) foram adicionados para induzir a reticulacdo das cadeias de
proteina. O processo de reticulacéo foi realizado sob constante agitacdo em Shaker
— (Quimis®); a 200 rpm, por um periodo de 24 h, a temperatura ambiente. Ao fim
desse tempo, o disseleneto de difenila ndo encapsulado, presente no sobrenadante
foi retirado da dispersdao de nanoparticulas por meio de dois processos de
centrifugacdo (15.500 rpm, 30 min em Microcentrifuga refrigerada CT-15000R
Cientec®).

O sobrenadante foi separado para posterior analise da eficiéncia de
encapsulacdo e as nanoparticulas contendo DPDS foram mantidas em solucdo
aguosa, protegidas da luz. O mesmo processo foi realizado para a sintese das
nanoparticulas brancas, sem a adicdo do DPDS.

Também foram obtidos lotes nas quais as nhanoparticulas foram
ressuspendidas em 200 pyL de solugdo com crioprotetor sacarose 5%, sendo
congeladas e liofilizadas, para posterior caracterizagdo como no caso do FTIR, DRX

e DSC, para os demais ensaios utilizou-se as nanoparticulas em solugdo aquosa.
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Figura 3. Esquema do processo da obtencdo de nanoparticulas de albumina pelo
meétodo de dessolvatacao.
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3.2 Caracterizacdao fisico-quimica das nanoparticulas

3.2.1 Determinacdo do diametro meédio e indice de polidispersdo das

nanoparticulas

As andlises do diametro médio e indice de polidispersdo das nanoparticulas
obtidas foram realizadas pela técnica de espectroscopia de correlacdo de fétons,
também conhecida por Dynamic Light Scattering. Este método baseia-se na
disperséo da luz provocada pelo movimento Browniano das particulas, possibilitando
a determinagdo do raio hidrodindmico das mesmas (GAUMET et al., 2008). As
suspensdes de nanoparticulas de DPDS foram diluidas em 10 pL de agua purificada
(1:20 V/V) e transferidas para uma cubeta, a qual foi colocada na camara de analise,
de forma que o feixe de luz atravessasse toda a extensdo da dispersao. Para isso,
foi utilizado um feixe de luz laser He-Ne de 10 mV, com comprimento de onda de
659 nm, em angulo de espalhamento de 90°. A luz espalhada é detectada por uma
célula fotomultiplicadora, que a transforma em sinal elétrico, o qual é enviado para
um correlator, que processa os dados. Esses resultados foram processados a partir
de um software que forneceu os valores de diametros médios das particulas, indice

de polidispersado e os respectivos desvios padrdo e coeficientes de variabilidade.

: Gotejamento em agitacao n-'lagnética
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Para cada amostra foram avaliadas 10 determinagfes de didmetro e indice de
polidispersidade, calculando-se a média e os respectivos desvios padréo e

coeficientes de variacao.

3.2.2 Adaptacéo da Validacdo do Método Analitico para Quantificacdo do DPDS
em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A quantificagdo do DPDS por CLAE, seguiu a metodologia previamente
determinada por Antunes Junior et al., (2015). Em uma coluna C18 (125 mm X 4mm)
5 um, onde a fase mdvel consistiu em metanol/ 4gua acidificada 0.5% (90:10, v/v),
com fluxo isocratico de 1,0 mL/min, volume de injecdo de 40 uL, temperatura da
coluna e da amostra de 25°C e o detector PDA definido com comprimento de onda
de 240 nm. Com tempo de corrida de 5 minutos e o tempo de retencdo do DPDS em
3,7 minutos.

Inicialmente foi determinada a linearidade, conforme o preconizado pela
ANVISA (2013). Para isso, foram analisadas triplicatas de 7 concentragbes de DPDS
(10, 20, 30, 40, 50, 60, e 80 pg/mL), preparadas a partir de uma solugdo mae, com
concentracdo de 1 mg/mL em metanol/agua (50:50 v/v). Assim, a linearidade do
método foi determinada com base no calculo de regressdo linear, empregando
minimos quadrados, onde os valores correspondentes da &rea sob a curva foram
utilizados para o calculo da equacéo da reta e do coeficiente de correlagéo (r), sendo

ideal o mais proximo de r = 1.

Também foi realizado o teste de especificidade, que é determinado como uma
caracteristica que o método analitico possui em ndo permitir que componentes da
formulacéo interfiram na quantificagcdo do analito. Dessa maneira, a especificidade
foi avaliada com os possiveis interferentes, por meio da comparagdo dos
cromatogramas do sobrenadante das nanoparticulas contendo DPDS e do
sobrenadante das nanoparticulas brancas. A analise buscou avaliar a ocorréncia de

sobreposicao de picos que interferissem na quantificacdo do DPDS.
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3.2.3 Determinacdao de eficiéncia de encapsulacéao

A determinagcdo da eficiéncia de encapsulacdo (EE%) foi realizada pelo
método indireto, o qual quantifica quanto ha de DPDS no sobrenadante resultante do
processo de ultracentrifugacao/lavagem, pelo método CLAE descrito anteriormente,

com limite de detecgéo de 0,219 ug/ml e quantificagdo de 0,666 ug/ml.

Uma aliquota do sobrenadante foi retirada e diluida (1:10), em triplicata, em
metanol:dgua acidificada (90:10, V/V) e analisadas. A concentracdo foi determinada

a partir do célculo feito por meio da equacao da reta fornecida pela curva analitica.

Apés as analises, a EE% foi determinada pela seguinte equacéao:

EE% = [(DPDS inicial — DPDS livre) / DPDS inicial] x 100 (Equacéao 1)

Onde:
DPDS inicial, concentracdo de DPDS inicial na formulacgéo;

DPDS livre, concentracdo de DPDS no sobrenadante;

Os resultados da EE% foram expressos como média e desvio padréo,

considerando n=5 amostras.

3.2.4 Potencial zeta

As suspensdes de nanoparticulas foram diluidas em 10 yL de agua purificada
(1:20 V/V) e acondicionadas em uma célula eletroforética a 25°C, por meio de um
equipamento ZetaSizer (ZS - Malvern®); onde um potencial de £ 150 mV foi
estabelecido. Os valores de potenciais foram calculados como a média e DP dos

valores da mobilidade eletroforética e as andlises foram realizadas em triplicata.
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3.2.5 Espectroscopia na regidao do infravermelho com transformada de Fourrier
(FTIR)

A analise por espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourrier (FTIR) foi realizada em equipamento Varion 660 - IR. Amostras da droga
livre, nanoparticulas contendo DPDS e nanoparticulas brancas foram maceradas
com brometo de potassio (KBr) e prensadas por meio da compressao em prensa
hidraulica para a obtencdo de pastilhas homogéneas. As analises foram realizadas

no intervalo de 4000 a 400 cm®, com um total de 64 scans.

3.2.6 Difracdo de Raios X (DRX)

Foram realizadas analises de DRX das amostras de nanoparticulas contendo
DPDS, nanoparticulas brancas e da droga na sua forma livre. A analise foi realizada
em difratbmetro de Raios X Shimadzu XRD-6000, com radiagcdo Cu K(alfa) e
operando com voltagem 40 kV, corrente de 30 mA e passo de 0,02° a temperatura

ambiente, no intervalo de 3° a 60°.

3.2.7 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e termogravimetria (TGA)

As amostras foram analisadas em calorimetro (TA Instruments®, Mod. SDT
Q600). As amostras foram pesadas em cadinho de alumina (10 mg), seladas e
submetidas a aquecimento sob atmosfera de nitrogénio, na faixa de 30 a 450 °C,
razdo de aquecimento de 10°C/min e vazdo de gas de arraste de 100mL/min. A
célula de DSC foi calibrada antes dos ensaios no eixo de temperatura utilizando

padrdes de zinco, oxalato de célcio e safira.



30

3.2.8 Microscopia eletronica de varredura com emissao de campo (MEV-FEG)

As andlises da morfologia das nanoparticulas contendo DPDS foram
realizadas a partir de microscopia eletrénica de varredura com emissdo de campo
(MEV-FEG), utilizando 15.0 kV. As suspensfes de nanoparticulas foram diluidas
(1:10 VIV) e depositadas sobre suportes metalicos, secas a temperatura ambiente e

recobertas com uma fina camada de ouro antes da analise.

3.3 Avaliacdo da estabilidade das nanoparticulas contento DPDS

ApOs o preparo das nanopatrticulas, estas foram ressuspensas em 500 pL de
agua purificada e posteriormente aliguotadas e armazenadas a temperatura

ambiente ou refrigeradas a 4°C.

As amostras foram caracterizadas quanto ao diametro médio das
nanoparticulas, indice de polidisperséo, potencial zeta, taxa de liberacdo do DPDS
das nanoparticulas, bem como as caracteristicas macroscopicas da formulacdo logo
apos o preparo e em intervalos de 7 dias, até completar 12 semanas de
armazenamento. Onde, a cada semana foi retirada uma pequena fragdo, cerca de
20 pL da suspensdo para a mensuracdo de cada um dos parametros citados e
posteriormente, cada amostra foi centrifugada a 15500 rpm por 30 min e o
sobrenadante resultante foi analisado por CLAE para se obter a porcentagem de
liberacdo do DPDS. ApdGs o término de cada ciclo de analise, as amostras foram
novamente ressuspensas em agua ultra pura e armazenadas nas condigbes pré
estabelecidas.

O estudo foi realizado em triplicata e os resultados foram submetidos a
ANOVA, com pos teste de Tukey. Diferencas foram consideradas estatisticamente

significantes com p < 0,05.
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3.4 Avaliacéo da citotoxicidade das nanoparticulas de BSA contendo DPDS

sobre hemaéacias

O protocolo do experimento para a avaliagdo da citotoxicidade em heméacias
humanas foi aprovado pelo Comité de Etica Humana da Universidade Estadual do
Centro-Oeste, sob registro n® 1.213.358/2015 (Anexo 1).

Foram coletados 5 mL de sangue venoso de trés individuos voluntarios,
maiores de 18 anos de idade, em perfeitas condicGes de saude e sem fazer o uso de
nenhum medicamento que pudesse interferir no ensaio. Esses pacientes voluntarios
foram convidados verbalmente para se dirigirem ao laboratério de Nanotecnologia
Farmacéutica, onde farmacéuticos habilitados fizeram a coleta do sangue com
seringas e agulhas descartaveis, seguindo as recomendacdes da Sociedade
Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial para coleta de sangue venoso
(2010).

O sangue coletado foi adicionado em tubo de vidro contendo 10uL de
heparina sodica e homogeneizado. Em seguida foi centrifugado por 10 min a 2500
rpm, e o plasma resultante descartado. As hemacias obtidas foram lavadas, por trés
vezes, com solucdo de tampao PBS 10 mM, pH=7,4 acrescidas de glicose (1,08
mg/mL) e os antibi6ticos penicilina - Sigma-Aldrich® (0,3 mg/mL) e estreptomicina -
Sigma-Aldrich® (0,5 mg/mL) com a finalidade de manter as hemacias integras. Ao
final da terceira lavagem as hemacias foram resuspensas em PBS 10 mM, pH 7,4
acertando-se o volume globular para 2,5%.

Para o ensaio foi utilizada uma suspensdo de hemacias a 2,5%, e incubadas
por 24, 48, 72 e 96 horas, a temperatura de 37°C, sob constante homogeneizacgéao.
Foram realizados controles com agua destilada, PBS 10 mM (pH 7,4), etanol (99,5%
-Fmaia®) e nanoparticula branca. Foram utilizadas as concentra¢des finais de 40 e
20 pyg/mL, tanto de DPDS livre como de nanoparticulas carregadas.

A citotoxicidade foi avaliada pelo conteddo de hemoglobina liberado,
determinado no sobrenadante por meio da medida da absorbancia em 540 nm, no
leitor de microplacas - Spectra Max 190 — Molecular Devices® (SILVA et al., 2001).
A analise foi efetuada em triplicata e os dados foram exibidos em percentual de

hemolise, o qual foi calculado de acordo com a Equacéao 2:
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% Hemolise = (Abs, / Absgp) x 100 (Equacéo 2)

Onde:
Abs,, absorbancia da amostra.
Absc,, controle positivo, apresentando 100% de hemodlise que no estudo

correspondeu a amostra incubada com 4gua destilada.

O estudo foi realizado em triplicata e os resultados foram submetidos a
ANOVA, com pos teste de Tukey. Diferencas foram consideradas estatisticamente

significantes com p < 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O DPDS é um composto altamente lipofilico que possui baixa solubilidade
aguosa e altos valores de coeficiente de distribuicdo, bem como alta ligacdo a
proteinas plasméticas o que explica a sua baixa biodisponibilidade na corrente
sanguinea (GIORDANI et al., 2014) e que apresenta assim, varios efeitos toxicos.
Deste modo, o desenvolvimento de nanoparticulas apresenta uma alternativa para
solucionar esta questdo. Portanto, buscou-se um método que se mostre eficiente

para o agente encapsulante BSA.

4.1 Obtencdo de nanoparticulas de Albumina contendo Disseleneto de difenila
(DPDS).

A técnica de dessolvatacdo, descrita no item 3.1, mostrou ser satisfatoria, pois,
proporcionou a obtencao de nanoparticulas com diametro médio abaixo de 300 nm
(Tabela 1) e boa eficiéncia de encapsulacdo do farmaco. As nanoparticulas
resultantes foram armazenadas sob a forma de suspensdo aquosa, apresentando
um aspecto leitoso de coloracdo ligeiramente amarelada. Quando liofilizadas
apresentaram-se como um po fino e de coloracdo amarelada, porém nessa condicdo
o didametro médio foi alterado, sendo utilizadas apenas para fins de caracterizacao
fisico-quimica.

Tabela 1. Diametro médio e indice de polidispersdo das nanoparticulas de BSA
contendo DPDS, n=10, expressos em média + DP.

Tamanho nm indice de polidispersio

200 + 20 0,16 + 0,02

Um dos pontos importantes para a obtencdo das nanoparticulas pelo
processo de dessovaltacdo é a participacado do glutaraldeido nesse processo, uma
vez que atua como agente de reticulacdo, estabilizando as particulas formadas,
onde as por¢cbes amino nos residuos de lisina e cadeias laterais de guanidina da

arginina na albumina sédo enrijecidas através da reacdo de condensacdo com o
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grupo aldeido do glutaraldeido. Essa estabilidade se faz necesséria, para que as
nanoparticulas de albumina pré-formadas ndo se dissolvam ao serem resuspensas
em agua (ELZOGHBY et al., 2012). Por se tratar de um agente relativamente toxico,
buscou-se utilizar uma baixa concentracdo de glutaraldeido, além disso, foram
realizados processos de purificacdo para a remoc¢édo do glutaldaldeido dissociado,
reduzindo assim a sua toxicidade conforme estudos de Rohiwal et al., (2015),
assegurando o uso das nanoparticulas de BSA contendo DPDS.

Outro fator importante para o desenvolvimento da formulacdo remete-se ao
pH. As proteinas séo altamente sensiveis ao pH, portanto, qualquer alteracdo pode
afetar o tamanho e a conformacédo de nanoparticulas de BSA. O ponto isoelétrico
(pl) de BSA é cerca de 4,9 (JUN et al., 2011). Neste pl, existe a falta de repulsao
eletrostatica que leva a formacdo de agregados através de interacbes
hidrofébicas. Por outro lado, em pH distante do pl, ocorre maior repulsdo entre as
moléculas retardando a agregacdo e favorecendo a reorganizacdo estrutural de
proteinas (ROHIWAL et al., 2015). O pH 9 favorece uma condicido eletrostatica
altamente repulsiva para as moléculas de BSA, onde a formacdo de coagulos por
interagbes proteina-proteina sdo limitados, reduzindo assim o tamanho da
nanoparticula (JUN et al., 2011). Relatos semelhantes foram encontrados em
estudos de Rohiwal et al., (2015), Paik et al.,(2013) e Yedomon et al.,(2013).

4.2 Caracterizacdao fisico-quimica das nanoparticulas

4.2.1 Determinacdo do diametro meédio e indice de polidispersdo das

nanoparticulas

A determinacao do diametro médio e indice de polidispersao foram realizados
conforme foi descrito no item 3.2.1. Foram utilizadas 10 amostras para realizar a
média das analises do diametro médio das nanoparticulas de BSA contendo DPDS.
A média obtida de diametro médio foi de 200 + 20 nm, e para o indice de

polidispersao foi de 0,16 + 0,02.

O diametro médio € uma propriedade fundamental para a interacdo com

sistemas biol6gicos na medida em que determina a capacidade das nanoparticulas
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em penetrar nas membranas celulares, facilitando assim, a passagem através de
barreiras biologicas, a absorcéo e distribuicdo do farmaco (VISCIDO et al., 2014).

Desse modo, é importante e faz-se necessario o pequeno tamanho das
nanoparticulas para que possam extravasar através do endotélio em locais com
processo inflamatério, tumores locais, e em pontos de amostragem de antigeno
onde ocorre um aumento da permeabilidade e efeito de retengdo da vasculatura
(GIORDANI et al., 2014).

De uma forma geral, as nanoparticulas obtidas através de diferentes
metodologias, apresentam uma distribuicAo monomodal, que se refere a um baixo
indice de polidisperséo, onde as nanoparticulas encontram-se em uma mesma faixa
de distribuicdo de tamanho (SCHAFFAZICK et al.,, 2003). Tem sido relatado que
particulas maiores que 300 nm ndo conseguem ser transportadas para a circulacéao
sistémica, ndo alcancando o sitio alvo (JOYE et al., 2014).

Na Figura 4 esté representada a distribuicdo de tamanhos de um dos lotes de
amostra de nanoparticulas de BSA contendo DPDS, que apresentaram um diametro

meédio de 206,5 nm e um indice de polidispersao de 0,159.

Figura 4. Distribuicho do tamanho de uma amostra representativa das
nanoparticulas de BSA contendo DPDS. Diametro médio de 206,5 nm e indice de
polidispersao de 0,159, perfil bimodal, n=3.
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Essa amostra apesar de um indice de polidispersao baixo apresentou um
perfil bimodal, onde as nanoparticulas estdo distribuidas em duas familias, sendo
que 77% das nanoparticulas encontram-se na faixa de 249 a 318 nm e 23%
apresentam diametro de até 119nm. Assim, as nanoparticulas produzidas
encontram-se dentro dos padrbes de diametro médio e tém condigbes de exercer

sua atividade bioldgica.

4.2.2 Adaptacéao da Validacdo do Método Analitico para Quantificacdo do DPDS
por CLAE

Para a quantificacdo do DPDS por CLAE, foi realizado uma adaptacdo da
validacdo analitica desenvolvida por Antunes Junior et al. (2015), afim de que a
guantificacdo do DPDS estivesse dentro dos parametros preconizados seguindo a
ANVISA (2003).

Inicialmente, foi determinada a linearidade do método que refere-se como a
capacidade em gerar resultados linearmente proporcionais a concentracdo do
analito, enquadrados na faixa analitica especificada. O valor de r é aceitavel quando
no minimo esse valor seja de 0,99 (ANVISA, 2003). Assim a linearidade da curva
garante a qualidade do método para analise do DPDS, garantindo uma confian¢a no
uso da equacao da reta obtida. A Figura 5 representa a curva analitica, a equacéao e
o coeficiente de correlacéo (r?), gerado a partir da equacao. O r obtido foi de 0,9998

e a equacao dada por:

A =1,71. 10°. [DPDS] + 4,67. 10*
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Figura 5. Curva analitica do DPDS solubilizado em metanol:agua (50:50, v/v). Fase
movel metanol:agua acidificada (90:10, v/v), fluxo de 1,0 mL/min; deteccdo no
comprimento de onda de 240nm, volume de inje¢cdo 40uL. Area x Concentracdo

(ug/mL).
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Posteriormente, foi realizada uma corrida cromatografica de uma amostra de
DPDS, para que houvesse a deteccdo da droga pelo equipamento, conforme as
condi¢cbes estabelecidas por Antunes Junior et al. (2015). A Figura 6 demonstra que
houve a deteccdo do DPDS no tempo de retencdo de 3,7 min. O pico formado
apresenta-se de forma estreita e simétrica, com alta absorbancia e sem ruidos na

linha de base, considerado ideal para as analises posteriores.

Figura 6. Cromatograma de uma amostra de DPDS (10 ug/mL) solubilizada em
metanol:agua (50:50 v/v); fase mével metanol:agua acidificada (90:10 v/v), fluxo de
1,0 mL/min; deteccdo no comprimento de onda de 240nm, volume de injecao 40 pL.
Absorbancia (AU) em funcao do tempo (min).
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O meétodo cromatografico também foi avaliado quanto a especificidade, com a
finalidade de demonstrar a eficiéncia em detectar somente o DPDS, sem a
interferéncia de algum outro componente da formulacdo, no mesmo tempo de
retencdo do DPDS (ANVISA, 2003). A analise foi realizada através da comparacao
dos cromatogramas dos sobrenadantes das nanoparticulas contendo DPDS (Figura
6) e das nanoparticulas brancas que contem todos os demais componentes da

formulacdo, com excessao somente da droga (Figura 7).

Figura 7. Cromatograma de uma amostra de sobrenadante de nanoparticulas
brancas, mostrando a auséncia de formacéo de picos.
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Comparando os cromatogramas, podemos afirmar que essa metodologia
mostrou-se especifica para a identificacéo e quantificacdo do DPDS, pois ndo houve
nenhum outro componente na formulagdo com o mesmo tempo de retencdo do
DPDS.

4.2.3 Determinacao de eficiéncia de encapsulacéo (EE%)

A EE% das nanoparticulas de BSA contendo DPDS foram determinadas pelo

método indireto, de acordo com o item 3.2.3.

A presente formulacdo alcancou uma taxa média de EE% 65 = 6 sendo
analisadas 5 amostras. Na literatura sdo escassos os relatos de encapsulacao de
disseleneto de difenila, por isso buscou-se a comparacdo com moléculas que
possuam as mesmas limitagcdes que o DPDS, encapsuladas com BSA pelo método

de dessolvatacéao.
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No estudo de Yadad et al.,, (2014) com a encapsulacdo de moléculas
antioxidantes de catequina (CAT) e epicatequina (ECAT), que também apresentam
baixa solubilidade aquosa e assim baixa biodisponibilidade, limitando o seu uso, em
nanoparticulas de (BSA), foi constatada uma eficiéncia de encapsulacdo de CAT e
ECAT de 60,5 e 54,5%, respectivamente, corroborando com o resultado obtido neste
trabalho. Sendo assim, o presente estudo pode ser considerado promissor, tendo
em vista seu aspecto inovador, visto que a encapsulacio de DPDS em

nanoparticulas de BSA ainda néo foi relatada.

4.2 .4 Potencial zeta

O potencial zeta traz informacdes sobre as cargas superficiais das
nanoparticulas e desempenha um papel fundamental na estabilidade das mesmas
em suspensdo. Um valor de potencial zeta relativamente alto é importante para uma
boa estabilidade fisico-quimica da suspensdo coloidal, pois grandes forcas
repulsivas tendem a evitar a agregagao e consequentemente, facilita a redispersao
do produto. (OZGUR et al.,, 2012; SCHAFFAZICK et al.,, 2003). Particulas com
elevados valores de potencial zeta positivos ou negativos produzem maiores forcas
repulsivas (MAINARDES & EVANGELISTA, 2005).

Em geral, as particulas podem ser dispersas de forma estavel quando
considerado o valor do potencial zeta acima de +30 mV devido a repulsao
eletrostatica entre as particulas, porém, potenciais entre 5 mV e 15 mV tentem a
resultar em um grau maior de floculagéo (NEVES et al., 2013).

Para fins medicamentosos, a carga superficial pode ser utilizada para
aumentar a proximidade das nanoparticulas com o epitélio, aumentando assim, a
sua absorcdo e determinando diferentes interacbes com o organismo. E
demonstrado que nanoparticulas carregadas positivamente possuem uma forte
afinidade com epitélio saudavel, enquanto que aquelas carregadas negativamente
aderem-se preferencialmente a mucosa inflamada (VISCIDO et al., 2014). Sendo
assim, é desejavel obter-se nanoparticulas que sejam atraidas para o tecido doente,

sem afetar as células saudaveis.
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Como mostrado na Tabela 2, a formulagdo desenvolvida apresentou um
elevado potencial zeta negativo em torno de -30 mV, esse resultado garante
nanoparticulas fisicamente estaveis devido a repulsdo eletrostatica conferida pela

natureza quimica do polimero BSA utilizado.

Tabela 2. Potencial zeta das nanoparticulas de BSA na auséncia e presenca de
DPDS, n=3, expressos em média = DP.

Formulacéao Potencial zeta (mV)
Nanoparticula Branca -28+4
Nanoparticula DPDS -34+3

Wilson et al., (2012) obtiveram um valor de potencial zeta semelhante, de
cerca de -30,3 mV, ao produzirem nanoparticulas de BSA carregadas com 5-

fluoracil.

4.2.5 Espectroscopia naregido do infravermelho com transformada de Fourrier
(FTIR)

Na Figura 8 sao apresentados os espectros de FTIR do DPDS e das
nanoparticulas de BSA. Analisando-se o espectro do DPDS, podem-se observar as
bandas caracteristicas dos compostos aromaticos, as bandas em 3065 e 3050 cm™
sdo relativas ao estiramento da ligacdo C-H de carbono sp?, as bandas fracas
localizadas entre 1950 e 1650 cm™ s&o denominadas bandas harménicas ou de
combinacdo presentes em anéis aromaticos monossubstituidos, as bandas em
1572, 1475 e 1432 cm™ correspondem as absorcdes de estiramento da ligacdo C=C
do anel e as bandas entre 1000 e 690 cm™ correspondem & deformacéo fora do
plano da ligacdo =C-H (PAVIA, 2013).

Ao analisar o espectro da nanoparticula branca de BSA, podem-se observar
as seguintes bandas principais: banda larga e intensa em torno de 3300 cm™ relativa
ao estiramento da ligacdo O-H e -NH, em 2900 cm™ relativa ao estiramento da
ligacdo C-H de carbono sp®, em 1670 cm™ relativa ao grupamento C=0 da ligac&o
peptidica, 1550 cm™ relativa & deformac&o da ligacdo N-H, em torno de 1450 cm™
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relativa ao estiramento da ligacdo C-N, em 1050 cm™ relativa ao estiramento da
ligacdo C-O e em torno de 600 cm™ relativa & deformacéo fora do plano da ligacdo
N-H (GRDADOLNIK & MARECHAL 2001). O espectro relativo a nanoparticula de
DPDS é muito similar ao da NP branca, visto que as bandas relativas as absorcdes
das ligacdes peptidicas da proteina sdo mais largas, sobrepondo-se as bandas
provenientes do DPDS. Através da andlise de FTIR é possivel apenas sugerir a
incorporacdo do DPDS a nanoparticula de BSA. Cabe ressaltar ainda que esta

técnica corrobora com os resultados de DRX, DSC e eficiéncia de encapsulacéo.

Figura 8. Espectros de FTIR: a) DPDS, b) Nanoparticula contendo DPDS, c)
Nanoparticula branca e d) BSA.
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4.2.6 Difracédo de Raios X (DRX)

A difracdo de raios X é uma técnica versatil e ndo destrutiva utilizada para

determinar a identidade de sdlidos cristalinos com base na sua estrutura atbmica,
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gerando informacdes sobre a estrutura cristalina tanto de materiais naturais como
sintéticos (BEDE, 2010; EZHILARASI et al., 2013;).

A estrutura cristalina refere-se a uma distribuicdo regular tridimensional de
atomos no espaco onde estdo organizados de modo a formar uma série de planos
paralelos separados entre si por uma distancia, que varia conforme a natureza do
material. Ja os solidos amorfos ndo apresentam essa caracteristica de organizacgéao,
uma vez que ndo apresentam as mesmas condicdes de ponto fusdo e sua
organizacdo ndo necessita da mesma energia que 0s cristais para o desarranjo da
estrutura (BEDE, 2010; VLACK, 1970).

Nos difratogramas obtidos por DRX (Figura 9) pode-se observar uma
estrutura altamente cristalina bem definida do DPDS livre, uma estrutura amorfa para
as nanoparticulas brancas de BSA em azul e uma estrutura semelhantemente
amorfa para as nanoparticulas de BSA contendo DPDS em vermelho que indica que

o farmaco esta disperso nos alos amorfos da nanoparticula.

Figura 9. Difratogramas obtidos por DRX.
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Drogas com estruturas altamente cristalinas tendem a ser pouco soluveis em
meio aquoso, porém, quando se encontram em estado amorfo nota-se um aumento

em sua solubilidade, o que ira refletir na absor¢édo e na biodisponibilidade da droga.
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Isso pode ser explicado por ndo ser necesséria a mesma energia para quebrar a
estrutura cristalina durante o processo de dissolucdo (DHIRENDRA et al., 2009).

Sendo assim, € vantajoso que as hanoparticulas se apresentem em estado amorfo.

4.2.7 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e termogravimetria (TGA)

A andlise térmica é definida como um grupo de técnicas por meio das quais
uma propriedade fisica de uma substéncia é medida em funcdo da temperatura,
enquanto essa substancia é submetida a uma programacdo controlada de
temperatura e sob uma atmosfera especifica. Uma classificacao l6gica dos métodos
termoanaliticos baseia-se na propriedade fisica medida em funcdo da temperatura,
por exemplo, a termogravimetria (TG) mede a variacdo de perda de massa em
funcdo da temperatura. Na termogravimetria derivada (DTG) as curvas
correspondem a derivada primeira da variacdo de massa em relacdo ao tempo
(dm/dt). Ja o DSC mede a variacdo de entalpia em funcdo da temperatura
(CANEVAROLO JR, 2007).

Os eventos térmicos que geram modificacdes em curvas de DSC podem ser,
basicamente, transicdes de primeira e segunda ordem. As transicfes de primeira
ordem apresentam variacdo de entalpia — endotérmica ou exotérmica- e ddo origem
a formacdo de picos. Como exemplo de eventos endotérmicos podem-se citar:
fuséo, perda de massa da amostra (vaporizacdo de agua, aditivos ou decomposi¢ao)
e dessorcdo. Eventos exotérmicos podem ser devido a: cristalizacdo, reacdes de
polimerizacdo, cura e adsorcdo. As transicbes de segunda ordem caracterizam-se
pela variacdo de capacidade calorifica, porem sem variacbes de entalpia. Assim,
essas transicdes ndo geram picos nas curvas de DSC, apresentando-se como um
deslocamento de linha base, um exemplo caracteristico é a temperatura de transicéo
vitrea (CANEVAROLO JR, 2007).

Na Figura 10 sdo apresentadas as curvas de TG (Figura 10a) e da derivada
da TG (Figura 10b) para o DPDS livre, nanoparticulas de BSA e nanoparticulas de
BSA contendo DPDS. A perda de massa observada para o DPDS livre ocorre em
um Unico estagio, iniciando-se em aproximadamente 180° C e chegando até 98% de

perda de massa em 262°C. O que pode ser confirmado a partir da curva derivada
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(figura 10b) que apresenta um pico nessa temperatura. No caso da nanoparticula
branca de BSA, a perda de massa ocorre em trés estagios, o primeiro deles a 43°C
(5,9%) referente a perda de umidade da amostra, e os outros dois picos, 220°C
(27,3%) e 311°C (38%) que sé&o relativos a decomposicao térmica da albumina,
resultando em 71,3% de perda total de massa na faixa de temperatura analisada. J&
para as nanoparticulas de BSA contendo o DPDS, s&o igualmente observados trés
picos de perda de massa, nos quais o primeiro em 49°C (6,6%) relativo a perda de
umidade, e os demais em 220° (16%) e 311°C (43%) relacionados a degradacéo da
amostra, correspondendo a um total de 66% de perda de massa. Esses resultados
sugerem um efeito de protecdo térmica ocasionada pela encapsulacdo do farmaco
na nanoparticula, visto que a temperatura de degradacdo do farmaco livre
apresenta-se em 262°C, ja no sistema nanoencapsulado esse evento térmico foi

observado em 311°C.
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Figura 10. A) Curva de termogravimetria para o DPDS livre, nanoparticulas brancas
e nanoparticulas contendo DPDS. B) Curva da derivada da TG para o DPDS livre,
nanoparticulas brancas e nanoparticulas contendo DPDS.
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Na Figura 11 sdo apresentadas as curvas de DSC para o DPDS livre,
nanoparticulas brancas e nanoparticulas de BSA contendo DPDS. Para o DPDS
pode-se observar um pico endotérmico bem definido na curva de DSC em
aproximadamente 62°C relativo ao ponto de fusdo da droga livre, que é
caracteristico de substancias cristalinas e em 262°C, outro pico endotérmico relativo
a sua degradacdo térmica. Para as nanoparticulas vazias de BSA, é observada
principalmente a presenca de um pico largo em aproximadamente 73°C, que se
refere a desnaturacdo da proteina e um pico extremamente largo na faixa de 300 a
450°C que corresponde a sua decomposicdo térmica. Enquanto que, as
nanoparticulas de BSA contendo DPDS, observam-se dois picos endotérmicos
principais, sendo um dele a 64°C correspondente a desnaturacdo da proteina e o
segundo a 310°C relacionado a decomposicdo térmica da amostra. Esses resultados
comprovam que o sistema nanoestruesturado promoveu a amorfizacdo do farmaco,

tendo em vista a auséncia do pico relativo ao ponto de fuséo da droga.

Figura 11. Curva de Calorimetria exploratoria diferencial para o DPDS livre,
nanoparticulas brancas e nanoparticulas contendo DPDS.
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4.2.8. Microscopia eletronica de varredura com emissdo de campo (MEV-FEG)

A microscopia eletronica de varredura com emissédo de campo tem sido muito
utilizada para obtencdo de informacfes referentes ao formato e ao tamanho das
nanoparticulas produzidas (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Com o auxilio da microscopia eletrénica de varredura pode-se obter imagens
de superficies polidas ou rugosas, com a vantagem de proporcionar grande
profundidade de campo e alta resolucéo, e ainda a facilidade na interpretacdo das
imagens, com aquisicdo de sinal digital, possibilitando o processamento dos sinais
das imagens. A fonte de emisséo por efeito de campo (FEG — Field Emission Gun)
permite a ampliacdo da superficie em dezenas de milhares de vezes com uma
pequena voltagem de aceleracao de elétrons (FERNANDES, 2011).

A capacidade da nanoparticula em penetrar através de uma superficie
biolégica depende da sua area de contato e da curvatura da particula no ponto de
contato. Deste modo, a forma geométrica representa uma caracteristica importante
para o desempenho das nanoparticulas (VISCIDO et al., 2014).

Na Figura 12 estd apresentada a micrografia relativa a analise das
nanoparticulas de BSA contendo DPDS, pode-se observar o formato esférico com
morfologia de superficie lisa e o tamanho observado variou de 86 a 188 nm, um
pouco abaixo do intervalo determinado usando espectroscopia de correlacdo de
fétons (DLS). Entretanto, confirma o perfil bimodal ja verificado anteriormente de

duas familias predominantes.
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Figura 12. Microscopia eletronica de varredura das nanoparticulas de BSA contendo
DPDS.
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Essa diferengca entre os valores encontrados nos tamanhos das
nanoparticulas nas duas técnicas ja foi relatado anteriormente em outros estudos
conforme Bootz et al., (2004). Isso ocorre pelo fato de que as metodologias séo
diferentes, onde a microscopia utiliza as particulas secas, enquanto que a
espectroscopia de correlacdo de fétons considera a camada de hidratagdo que
envolve as particulas, determinando o raio hidrodindmico das particulas em
suspensao (HOFFMANN et al., 1997; COUVREUR et al., 2002).

4.3 Avaliacdo da estabilidade das nanoparticulas contento DPDS

As nanoparticulas de BSA contendo DPDS ressuspendidas em agua, foram
submetidas ao ensaio de estabilidade por um periodo de 12 semanas a temperatura
ambiente e sob refrigeracdo a 4°C. Ao final do tempo pré-estabelecido, foram
avaliadas as caracteristicas macroscépicas e semanalmente foram medidos os

valores de didmetro médio, indice de polidispersdo e potencial zeta.
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As nanoparticulas mantidas a temperatura ambiente e refrigeradas (4°C)
mantiveram as mesmas caracteristicas iniciais: coloracdo levemente amarelada,
homogeneidade e aspecto leitoso. A avaliacdo do diametro médio (Figura 13)
demonstrou que em relacdo ao diametro das nanoparticulas inicial, as amostras
armazenadas sob temperatura ambiente e refrigeradas (4°C) ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas em relacdo ao controle, entretanto, pode-se
observar que as nanoparticulas armazenadas a temperatura ambiente iniciaram um
processo de aumento no seu diametro meédio a partir da 8% semana, chegando a ter
nanoparticulas com 600 nm de didmetro ao final do tempo de armazenamento.
Enquanto que as nanoparticulas mantidas sob condi¢cdes refrigeradas se
mantiveram dentro dos padrdes aceitaveis de diametro médio para formulacdes
farmacéuticas, de até 300 nm (SCHAFFAZICK et al., 2003)

Figura 13. Diametro médio das nanoparticulas de BSA contendo DPDS em funcgéo
do tempo, em diferentes condi¢cées de armazenamento, n=3.
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Em relacdo ao indice de polidispersdo, Figura 14, pode-se obsevar que o

mesmo manteve-se entre 0,2 e 0,3 considerado apropriado para nanoparticulas com
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aplicacdo farmacéutica. Houve diferencas estatisticas significantes na primeira
semana para as duas condi¢des, na segunda semana apenas para nanoparticulas
armazenadas a temperatura ambiente e na quarta semana para condicdo de
geladeira, sendo que nas demais semanas, sob as duas condicbes, né&o

apresentaram diferencas estatisticas quando comparadas ao valor inicial.

Figura 14. indice de polidispersdo das nanoparticulas de BSA contendo DPDS em
funcdo do tempo, em diferentes condicbes de armazenamento, n=3.
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2® onde letras iguais significam igualdade estatistica e letras diferentes desigualdade estatisticas

(ANOVA com pos teste Tukey e a 0,05).

O potencial zeta também foi avaliado semanalmente e os resultados estao
apresentados na Figura 15, sendo possivel observar que em todas as temperaturas
de armazenamento, as nanoparticulas apresentaram variagdes quando comparado
ao potencial zeta mensurado inicialmente, com diferengas estatisticas apenas na 92
semana para ambas condi¢cdes. Porém, pode-se observar que em todos 0s casos 0
potencial zeta negativo distante de |5] mV e |15 mV foi mantido, evitando assim a

tendéncia de aumento do grau de floculacdo (NEVES et al., 2013).
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Figura 15. Potencial zeta das nanoparticulas de BSA contendo DPDS em funcéo do
tempo, em diferentes condicfes de armazenamento, n=3.

I Ambiente
10 - [ ]Geladeira

Potencial Zeta (my)

Tempo (Semanas)

2® onde letras iguais significam igualdade estatistica e letras diferentes desigualdade estatisticas

(ANOVA com pos teste Tukey e a 0,05).

A taxa de farmaco liberado das nanoparticulas nestas condi¢cdes ndo pode ser
mensurado uma vez que, a quantificacdo do sobrenadante de cada uma das
condicBes de temperatura em cada semana apresentou um valor inferior ao limite de
quantificacdo, validado por CLAE, sugerindo-se assim uma perda minima de
farmaco durante o tempo de armazenamento para as duas condicdes.

Com os resultados de diametro médio e indice de polidispersdo obtidos, do
potencial zeta e das caracteristicas macroscopicas das nanoparticulas de BSA
contendo DPDS, foi possivel determinar que a melhor temperatura para
armazenamento das nanoparticulas em agua foi a refrigerada (4°C), pois essa foi a
condicdo que melhor manteve as nanoparticulas estaveis em todos os parametros
avaliados, garantindo estabilidade a formulacdo durante o periodo de 12 semanas

em que foi avaliada.
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4.4 Avaliacdo da citotoxicidade das nanoparticulas de BSA contendo DPDS

sobre hemaéacias

As hemacias representam mais de 90% das células sanguineas e devido as
suas caracteristicas estruturais e moleculares tém sido extensivamente usadas
como modelos experimentais em estudos toxicologicos e farmacoldgicos (SANTOS,
2009).

Estudos recentes tém investigado a acdo de compostos de selénio sobre
hemacias humanas a fim de se ampliar os conhecimentos sobre os efeitos
biologicos e toxicologicos deste elemento. O efeito hemolitico causado por
determinadas formas orgénicas e inorganicas de Se ja foi constado e parece
depender do tempo de exposicdo e da concentracdo do composto (Santos et al.,
2009? ; SCHIAR et al., 2007).

Santos et al., (2009?) relatou o efeito hemolitico do DPDS na concentracéo de
100 uM dentre outros compostos de selénio. Deste modo, foi realizado o ensaio
sobre as hemécias com intuito de verificar se o sistema de nanoparticulas contendo

DPDS poderia diminuir efeito citotoxico apresentado na droga em sua forma livre.

Foram realizadas analises estatisticas por meio da ANOVA, com o pés-teste
Tukey, com 95% de confianca, com p < 0,05. O ensaio procedeu-se em 24, 48, 72 e
96 h, utilizando agua como controle positivo de 100% hemdlise e o tampao PBS
como controle negativo, foi verificada a influéncia do etanol, solvente utilizado para
dissolver a droga e o comportamento das nanoparticulas brancas, que nao

possuiam a droga encapsulada.

De acordo com a Figura 16 pode-se confirmar um perfil dose e tempo
dependente do DPDS livre, onde em 24 h na concentracdo de 20 ug/mL
aproximadamente 10% das hemacias foram hemolisadas, apds 24 h aumentou para
30%, quando em 72 h ja se encontrava com aproximadamente 90% e em 96 h
atingiu 98% de hemolise. Na concentracédo de 40 ug/mL em 24 h ja havia 20% das
hemacias hemolisadas e em 48 h atingiu a maxima de 98% de hemdlise. J& para as
nanoparticulas tanto na concentracao de 20 pg/mL como 40 pg/mL ao final das 96 h
nao ultrapassaram os 10% de hemdlise das hemacias, mostrando assim, que a

droga encapsulada protege do efeito citotéxico da droga livre.
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Figura 16. Porcentagem de hemodlise para agua, tampdo PBS, etanol,
nanoparticulas brancas, concentragcbes de DPDS livre e nanoparticulas de BSA
contendo DPDS em A) 24 h, B) 48 h, C) 72 h e em D) 96 h.
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abecdeldatras diferentes representam desigualdades estatisticas com indice de significancia <0,05

Agua

e letras iguais indicam igualdade estatistica.

Na Figura 17 é possivel visualizar no sobrenadante indicios de hemdlise em
24 h para o DPDS livre na concentracao de 40 pg/mL e ao final do ensaio em 96 h
para ambas as concentragcbes da droga livre hemolisadas. Os sobrenadantes

referentes as nanoparticulas ndo apresentaram indicativos visuais de hemolise.
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Figura 17. Pocos de uma microplaca de Elisa utilizada para a leitura dos
sobrenadantes resultantes da centrifugacéo da suspensédo de hemacias.

Desta forma, as nanoparticulas de albumina apresentam-se como uma

alternativa estratégica para diminuir a citotoxicidade do composto.
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5. CONCLUSOES

e As nanoparticulas de BSA contendo DPDS foram produzidas com sucesso
por meio do método de dessolvatacao;

e A eficiéncia de encapsulacdo de DPDS nas nanoparticulas foi satisfatoria,
uma vez que foi superior a 60%; este resultado pode ser considerado
inovador, visto que ainda nao foram relatados resultados referentes a
nanoparticulas de BSA contendo DPDS.

e A formulacdo desenvolvida apresentou caracteristicas fisico-quimicas como
tamanho médio, indice de polidisperséo, distribuicdo de tamanho, potencial
de superficie negativo, estabilidade térmica, adequadas para um sistema de
liberacdo de farmacos. Além disso, o farmaco encapsulado apresentou
carater amorfo que é favoravel aos sistemas carreadores.

e Com o estudo de estabilidade no periodo de 12 semanas, foi possivel
determinar que a melhor temperatura de armazenamento das nanoparticulas
de BSA contendo DPDS foi a refrigerada (4°C), nas condicfes testadas;

e As nanoparticulas de BSA contendo DPDS mostraram diminuir o efeito
citotéxico causado pelo DPDS livre frente a hemacias;

e Com os resultados obtidos, pode-se concluir que o sistema desenvolvido com
as nanoparticulas de BSA contendo DPDS apresentam caracteristicas fisico-
guimicas e estabilidade adequadas assim como o efeito citotdxico reduzido,

podendo ser usadas para futuros testes de suas atividades bioldgicas.
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DE BSA CONTENTO DIFEMIL DISSEL ENETO SOERE ATIVIDADES ANTITUMORAL E CITOTOXICA, de
Interesse & resporeatliiads dola) proponenie SUELEN DAIANE LADWIG. Mesa pesquisa sera valada a
chiptomicidade In witio sobre heracea. Serdo coletado 5 ML ge sangue intEl de Tés Indviduss volurtanos,
acima de 15 anos de |dade, que estejam em perizias condipdes de saloe & qus nao estejam Tazendo o uso
g nenhum medicamento que possa Inferenr no ensalo. Esses pacientes voluntarks sario comidacas
vernalmente para == dirigirem ao laboratono de Manpiecnologla Famac2utica, onde Tammacéuticos
haibiitados Ir3o Taper 3 coleta do sangue com serngas e aguihas descartivels, SegUINdo 35 boas praficas
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4%C e 12009 2 entdo serd refirado o plasma e 3 camada de leuctciios por aspiracio. Em seguida, a
SUSpensio oe hamadas serd lavada com solugio gelada de tamp@o fosfato 50 m, 0, 15mM de MaCl pH 7.4
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solucio sara cantrifugada a 12009 & 45C por S minubcs. O

e Fus Camags Varsls de S, 00 - Carmmums CELETES - (e lmda do Deserfamenio da Mulrcgics)
Baires: Via Card CEP. B sl-0E]
UF: PH Munksigo: CUARAPLIEVE
Tabwlorm. |40 E3EI0A1TT Fax: [4CEaaa 10 E-mall!: comep_sricarrmofiyehon com b

Frgis O a8 0



UNIVERSIDADE ESTADUAL DO
CENTRO QESTE - UNICENTRO

conb=ido de hemogiobina sera determinado no sodrenadanie airaves da medda da abeorbanga em 520 nm
[SILWA et 3l 2001).Alvidade clolonica sobne leuciciins polmormonucieares. [LPMN): Serdo coletados 5 miL
de sangue botal de tnes Indviducs adufos voluntancs sadios, em oo de ensals contendo 100 e heparra
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e confadas em camam hemaiméirica (C12 & LOJEE, 1997 O efefto chottaleo das nanoparticulas de
BZA comendo difenll dsssiensto soone LPMM, 5erd reallzado airaves oo teste de euciusdn peio AUl Os
Trypan, onde 35 cAUEs Viavels N0 INCOMPONam o COMNtE, aresentando-52 brilantes quando obeenanas
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Culpecod na AsEnca
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